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1-RESUMO 
Insetos hematófagos têm grande interesse médico-biológico devido a 
transmissão de doenças endêmicas de alta prevalência, morbidade e 
mortalidade em populações humanas e de animais, em todos os continentes. 
Por exemplo, a doença de Chagas transmitida pelo triatomineo Triatoma. 
infestans está amplamente distribuída no continente americano, onde cerca 
de 18 milhões de pessoas já estariam infectadas com o Trypanossoma. cruzi, 
o agente causai da doença. 
Esses insetos produzem e armazenam proteínas farmacologicamente 
ativas em suas glândulas salivares, e as inoculam no hospedeiro durante o 
repasto. Ao inibir os mecanismos homeostásicos da sua presa, essas 
bioaminas facilitam o repasto do inseto e a transmissão do agente patógeno. 
O estudo de proteínas salivares com notável efeito farmacológico pode ser 
útil no estudo da filogenia e diversidade genética de insetos, mas elas 
também poderiam ser usadas como ferramentas para a caracterização dos 
processos hematológicos, vasculares, e teciduais relacionados às 
modificações que ocorrem no sítio da picada. Contudo, nós achamos que, 
igualmente importante, seria a produção de uma vacina contra a picada do 
inseto hematófago, criando imunoprofilaxia contra a transmissão do T. cruzi. 
A produção de vacina com proteínas recombinantes expressas na glândula 
salivar do triatomineo é um objetivo em longo prazo no Laboratório 
Multidisciplinar de Pesquisa em Doença de Chagas. O trabalho aqui 
apresentado faz parte dessa estratégia visando á identificação de genes e 
expressão de proteínas recombinantes com funções importantes no repasto 
do inseto, 
Nós analisamos 20 clones oriundos de uma biblioteca de cDNA de 
glândula salivar de T. infestans. As seqüências gênicas desses clones 
mostraram similaridade, e não descartamos a possibilidade de se tratar de 
uma família mulíigênica. A proteína recombinaníe resultante da expressão do 
clone 30/LMPDC recebeu o nome de rTrialisina. Ainda que a seqüência do 
clone 30/LMPDC tenha 97% de similaridade com o gene da Trialisina (Amino 
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e cols., 2002), nós obtivemos a expressão da rTrialisina e descrevemos suas 
características funcionais ainda desconhecidas. Ademais, a modelagem 
molecular permitiu-nos conhecer parte da estrutura terciária da proteína e seu 
sítio ativo foi predito, o que também eram desconhecidos. 
O cDNA completo do gene da Triaiisina que codifica a pró-proteína foi 
inserido em um vetor de expressão de proteínas de fusão pGEX-5x-3. A 
proteína de fusão foi expressa sob a indução de 1PTG em E. coli BL21(DE3) 
e purificada em cromatografia de afinidade com agarose ligada à glutationa. 
A proteína recombinante (rTrialisina) ativada pela saliva de T. infestans 
mostrou efeito citolítico sobre E. coli, T. cruzi, L donovani e células murinas 
da linhagem L6. A atividade fosfoiipásica A2 da ririalisina estaria relacionada 
com a sua atividade lítica formadora de poros. A rTrialisina foi expressa em 
E. coli e a proteína recombinante foi utilizada para a imunização de coelhos. 
Os anticorpos policlonais obtidos localizaram a expressão da proteína no 
primeiro par de glândulas salivares do inseto. De grande interesse, esses 
anticorpos inibiram parcialmente a atividade citolííica da rTrialisina in vitro. 
Em resumo, os resultados desse trabalho adicionam informações e 
insumos para a avaliação da estratégia montada pela equipe de 
pesquisadores do LMPDC. Nós postulamos que juntamente com outras 
proteínas da saliva do triatomíneo, a rTrialisina deve ser testada como fração 
de imunógenos na formulação de vacina polivalente visando a imposição de 
dificuldades ao repasto do inseto hematófago transmissor da doença de 
Chagas. Uma possível atividade imunobiológica ou biotecnológica da 
rTrialisina deverá ser avaliada após sua expressão em vetor indicado para 
produção em larga escala. Diante desse potencial, a aplicabilidade da 
rTrialisina e de outras proteínas recombinantes produzidas no LMPDC 
deverão ser submetidos ao processo de patente. 
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2-SUMMARY 
Blood-sucking insects have been studied for their bio-medical 
importance associated with the transmission of prevalent endemic diseases 
showing high morbidity and mortality ali over the world. For exampie, Chagas 
disease transmitted by the reduviid bug {Hemíptera: Reduviidae) T. infestans 
is broadly distributed in the American Continent, where 18 millíon people 
became infected with T. cruzi, the causai agent of the disease 
These insects store and secreíe in their salivary gland 
pharmacologically active proíeins, and insert these into the host during 
feeding. The host homeostatic inhibition mechanisms help insectfeeding and 
the pathogen transfer. The study of salivary proteins study with notable 
pharmacologicai effect may be useful in understanding the genetic diversity 
and biogenetics of the insects, but it can be used as a tool for characterization 
of the hematological, vascular and tissue specific hematological processes. 
Therefore we see the importance of vaccine production against the 
hemathophagous insect bite, as prophylaxis against T. cruzi transmission. 
The vaccine production with recombinant protein expressed in the triatomine 
salivary gland is a future project in the LMPDC. 
The work we have presented here is part of this strategy that iníends 
to identify genes and express recombinant proteins with important functions 
for insect feeding. 
We have analyzed 20 clones from the T. infestans salivary gland cDNA 
library. These clones sequences showed high similarity, and we donl discard 
the possibility of a multigene family. The recombinant protein that resulted 
from expression of the clone 30/LMPDC was named rThalysin. The rThalysin 
sequence showing 97% homology with Triaiysin's gene (Amino et al., 2002) 
was further subjected to expression and the still unknown recombinant protein 
functionat characterization was described. In addition, the molecular modeling 
hetped to know part of the tertiary structure and the active site could be 
predicted. 
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The complete Trialysin cDNA that codes for a pre-protein was inserted 
mto a fusion protein expressiion vector pGEX-5x-3. The fusion protein was 
expressed with IPTG induction in E. coli BL21(DE3) and purified by affinity 
chromatography with glutathione agarose. The recombinant protein 
processed by T. infestans saliva-.showed cytolytic effect against E. coli. T. 
cruzi, L. donovani and murine L6 cells. The rTrialysin phospholipase A2 
activity could be related to pore-forming activity of the rTrialysin. The rTrialysin 
was expressed in E. coli and the recombinant protein was used to immunize 
rabbits. The polyctonal antibodies recognized the native Trialysin in the first 
pair of salivary glands in the insect. These antibodies also inhibited partially 
the rTrialysin cytolyses in vitro. 
In summary, the results of this work add information and evaluate the 
strategy set forth by the LMPDC staff researchers. We have planned that 
togeíher with oíher proteins from the Triatomine salivary gland the rTrialysin 
should be tested with immunogenic fractions in the polyvalent vaccine 
preparation, creating difficulty for the haematophagous insect feeding vector 
of Chagas disease. Hence the immunobiological and biothecnological 
activities or the rTrialysin should be evaluated after expression on large scale. 
The rT rialysin and the other recombinant proteins expressed exclusively in the 
Triatomine salivary glands is promising for the future and therefore, its 




3.1) Insetos Hematófagos 
Insetos hematófagos têm sido alvos de grandes interesses 
econômicos, sociais e biológicos, pois afetam as populações de animais 
silvestres, domésticos e ao próprio homem em todos os continentes. Além do 
dano causado aos hospedeiros, pelas lesões no local da picada e pelas 
reações alérgicas que desencadeiam, insetos hematófagos são vetores de 
agentes infecciosos. 
Várias espécies de insetos hematófagos são vetores de agentes 
causadores de grandes endemias, tais como malária, leishmanioses, doença 
de Chagas, filarioses, dengue, etc. Ainda, esses insetos também são 
predadores de animais silvestres e domésticos, causando enormes perdas 
relacionadas com saúde e produção animal e seus derivados: leite, carne, 
etc, De fato, nas regiões tropicais cobertas por florestas úmidas, uma 
diversidade de espécies de insetos hematófagos causa danos á saúde 
humana e enorme dificuldade a colonização e ao uso da terra pelos seus 
habitantes. 
Acredita-se que o hábito da hemaíofagia iniciou-se a partir de uma 
necessidade metabólica e bioquímica, onde a busca do elemento ferro ligado 
a proteínas do sangue (hemina) essencial para a oviposição, fertilidade e 
sobrevivência da espécie (Law, 2002 e Paschoa e cols., 2002). Esse fator 
decisivo pode ter sido incentivado por outros elementos nutricionais que o 
inseto encontra em ecótopos naturais de vertebrados que incentivou a 
associação entre vertebrados e insetos. 
É conhecimento corrente que insetos alimentavam-se de escretas de 
animais contendo fungos, bactérias e sub-produtos orgânicos. Quantidade 
substancial de restos de pele, pêlos e plumas também serviam de fonte de 
energia para invertebrados. Assim, acredita-se que adaptações 
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comportamentais podem ter permitido ocasionalmente uma alimentação 
direta do inseto no hospedeiro animal (Lehane 1991a). 
Desde épocas imemoriais tem sido constante a atração dos insetos 
por ecótopos naturais onde se observa, sintopicamente, colonização de 
ninhos e tocas do hospedeiro vertebrado por várias classes de insetos. Os 
elementos que favorecem essa rede trófica associando animais de várias 
ordens de invertebrados e vertebrados estão representados por: umidade, 
temperatura, e outros fatores climáticos que variam desde ambientes semi- 
áridos ou áridos, e abundância do alimento. Animais de diferentes Ordens; 
mamíferos, pássaros, anfíbios, répteis, peixes, insetos, aracnídeos e 
anelídeos (Hocking, 1971) podem servir como hospedeiros de insetos. 
Entretanto, insetos hematófagos não se alimentam com igual eficiência em 
todas essas fontes. Assim, insetos de diferentes gêneros ou espécies 
mostram comportamento diferenciado quanto à seleção da presa, surgindo 
daí as características de omitofilia, antropofilia, sinantrofilia, etc. 
Mosquitos da família Culicidae, do gênero Culex e Aedes e subfamília 
Culicinae, como do gênero Anopheles pertencente da subfamília Anophelinae 
são vetores de importantes doenças humanas como é o caso da filariose, 
dengue e malária, denotando clara antropofilia. O homem é o principal 
hospedeiro para a maioria desses mosquitos transmissores de doenças 
(Lehane, 1991b). Nessas famílias, somente as fêmeas alimentam-se de 
sangue e são as "vilãs" que transmitem os agentes das doenças citadas. Os 
machos adultos alimentam-se apenas em soluções açucaradas. Todavia, 
cada uma dessas famílias de insetos possui sua fonte alimentar preferencial: 
peixes, répteis, aves e mamíferos. Daí, a grande diversidade de espécies de 
insetos hematófagos nas diferentes áreas geográficas. 
Ademais, cada espécie tem características diferentes em relação ao 
período em que se alimenta. Anopheles gambiae alimenta-se nas primeiras 
horas do dia; já o Aedes aegypti alimenta-se ao amanhecer e ao anoitecer. 
Em geral os anofelínos possuem hábitos alimentares noturnos, enquanto que 
os culicídeos possuem hábitos diurnos e noturnos. 
Ainda que ao longo do texto sejam apresentadas informações sobre 
substâncias encontradas nas glândulas salivares pertencentes a classe 
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Insecta, nós não apresentaremos aqui informação adicional sobre ciclo de 
vida e outras características biológicas desses invertebrados. A esse 
respeito, as citações feitas em locais apropriados podem ser utilizadas para 
informação. 
3.2) Hematofagia e Transmissão de Patógenos 
Certamente redes tróficas foram condicionadas por longo processo de 
adaptação, típico para cada espécie de vetor invertebrado, mas foge ao 
nosso escopo discorrer sobre todos os fatores envolvidos (Teixeira e cols., 
2001) nesse texto. Como dito, uma gama de atributos, tais como moradia 
segura e disponibilidade de alimento, teriam proporcionado as condições 
ótimas para a sobrevivência de insetos-vetores que praticam hematofagia. 
Em alguns casos o aparecimento sazonal de algumas dessas espécies, 
como ocorre com o Aedes aegypti, transmissor da dengue e da febre 
amarela, pode não ter sido condicionado por um único fator reconhecido por 
métodos aplicados na ciência prospectiva. 
Na ausência de informação precisa, acredita-se que surtos epidêmicos 
de algumas doenças, tais como dengue e febre amarela, sejam regulados 
pela presença de hospedeiros susceptíveis. À medida que os hospedeiros 
tornam-se refratários, uma população que vivia isolada geograficamente em 
determinada época, tende a controlar a transmissão e isso pode levar ao 
desaparecimento da epidemia (Michel Foucauld, 1973). O desaparecimento 
repentino de um surto epidêmico gera, numa perspectiva histórica, a imagem 
de uma senóide onde os recrudescimentos dos casos aparecem nos pontos 
elevados da curva, muitos dos quais separados por cinco ou mais décadas 
(uma ou mais gerações de hospedeiro) dependendo dos agentes da endemia 
em foco. Ainda que haja tendência de creditar o desaparecimento de uma 
epidemia ao sucesso das campanhas de combate e ao uso de inseticidas nos 
dias atuais, há a possibilidade de que o mesmo tipo de perfil de 
desaparecimento e recrudescimento de endemias que se registrou no século 
passado e em várias outras ocasiões seja decorrente de fatores de 
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imunidade adquirida em condições naturais pelos indivíduos da população 
afetada. 
De acordo com essa linha de raciocínio, o surto epidêmico da dengue 
em curso no Brasil também vai desaparecer espontaneamente, como todos 
os outros do passado. Ainda que os fatores associados com o 
recrudescimento e subseqüente desaparecimento da endemia não tenham 
comprovação científica, existe uma lógica atrativa para a explicação desse 
fenômeno, mediante a possibilidade de aparecimento de uma imunidade 
específica adquirida coletivamente. Em favor dessa linha de raciocínio, 
citamos o tratado sociológico de Foucauld, (1966), onde o autor discorre 
sobre o tema da sazonalidade das endemias que grassaram em séculos 
passados, dizimando largos contingentes populacionais. Ao apresentar essas 
idéias com transparência impressionante, o "best seller" de Foucauld deveria 
ser considerado como literatura de cabeceira para os profissionais de saúde. 
De toda forma, o conhecimento que se adquiriu pela análise da história 
dessas grandes endemias levanta a possibilidade de intervenção científica 
eficaz à medida que se puder construir artificialmente aquilo que a natureza 
teria produzido mediante processo de imunidade coletivamente adquirida, 
subseqüente à transmissão de agente infeccioso por inseto hematófago. 
De certa forma, a ausência de informação tem sido um fator de 
imobilizaçâo de ações que poderiam levar á exploração das idéias expostas 
nos parágrafos acima. Aqui, nesse ponto da introdução, preferimos optar pela 
busca de elementos existentes na literatura científica que facilitam a 
compreensão da relação dos diversos elementos que participam da cadeia 
evolutiva dos insetos hematófagos transmissores de agentes infecciosos 
patogênicos. 
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3.3) Hemiptera: Reduviidae 
A ordem Hemiptera pertence ao filo Artropoda, à classe Insecta e 
subclasse Pterygota (Exopterigota). A maioria dos insetos pertencentes à 
ordem Hemiptera são entomófagos ou "comedores de plantas". Eles são 
divididos em três famílias: Cimicidae, Reduviidae e Polyctenidae (Lehane 
1991c). 
De interesse, a família Reduviidae é composta de insetos 
hematófagos, entre os quais encontram-se 155 espécies da subfamília 
Triatominae de grande interesse nosológico. Esses insetos alimentam-se do 
sangue de uma variedade de vertebrados pertencentes a várias classes de 
mamíferos, incluindo o homem. Ainda que os Reduvidae sejam encontrados 
em todos os continentes, a maioria dos insetos da subfamília Triatominae é 
encontrada no Continente Americano, onde já foram identificadas 102 
espécies essencialmente hematófagas. As demais espécies foram 
encontradas no Sul e no Leste do Continente Asiático. (Lehane, 1991c). 
Não é o escopo dessa tese a revisão completa do mapa geográfico 
das Américas mostrando todas as espécies de tríatomíneos já conhecidas. 
Tampouco nos ocuparemos com as características de cada uma das 
espécies e seus hábitos alimentares que se associam com a presença dos 
insetos nos diferentes ecótopos, nos diversos ecossistemas Latino- 
Amencanos. Nos ocuparemos aqui de apresentar informações diretamente 
relacionadas com as espécies de tríatomíneos que se tem encontrado nos 
ciclos de transmissão do 7. cruzi para o homem. Assim, nós restringiremos 
essa parte da introdução á revisão de algumas características daquelas 
espécies que assumem maior importância na transmissão do protozoário 
para o homem. A esse respeito, nos interessa sobremodo o Triatoma 
infestans, principal transmissor do agente da Doença de Chagas humana. 
Particularmente, o enfoque será dado ao 7. infestans transmissor do 7. cruzi 
em vários paises da América do Sul, abrangendo extensa parte dos territórios 
da Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai. 
O 7, infestans pertence à subfamília Triatominae, {Hemiptera: 
Reduviidae) e gênero Triatoma que tem grande importância econômica e 
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social pelo agravo que representa para a saúde pública, como transmissor do 
T. cruzi (agente da Doença de Chagas). A maior atenção dada ao T. 
infestans é decorrente da domiciliação desses triatomíneos nas cafuas de 
pau-a-pique encontradas na área rural do continente. A domiciliação tomou 
essa espécie quase que exclusivamente antropofílica (Lehane, 1991c). 
Ao contrário dos mosquitos, triatomíneos machos e fêmeas se 
alimentam de sangue e transmitem a infecção. Esses reduvídeos possuem 
hábitos noturnos, permanecendo escondidos durante o dia nas frestas das 
paredes sem reboco. À noite eles deixam os esconderijos e praticam o ato da 
predação: sua picada é quase indolor, podendo se alimentar na pele tenra e 
sensível da face de crianças e adultos (Lehane, 1991c). Essa preferência 
peta face da pessoa fez com que o triatomíneo seja conhecido popularmente 
como barbeiro ou chupão. 
3.4) Adaptações Fisiológicas dos Insetos ao Hábito da Hematofagia 
Insetos hematófagos sofreram significativas adaptações fisiológicas 
através de um processo evolutivo e desenvolveram componentes salivares 
com ações farmacológicas, que neutralizam mecanismos homeostáticos do 
hospedeiro facilitando a hematofagia. Agregação plaquetária, coagulação 
sangüínea e vasoconsthção são três mecanismos básicos da hemostasia 
quando ocorre a lesão através da picada do inseto (Law e cols., 1992 e 
Ribeiro, 1995). Segundo Ribeiro e cols., (1998) mamíferos são mais 
dependentes da hemostasia do que aves, havendo diferenças entre espécies 
de mamíferos em relação aos agonistas que influem na agregação 
plaquetária. 
Trabalhos subseqüentes identificaram na saliva de triatomíneos várias 
substâncias farmacologicamente ativas com diversas funções anti- 
hemostáticas como vasodilatadores, anti-agregadores de plaquetas, 




O processo de vasodilatação é caracterizado pelo aumento da 
permeabilidade vascular e posterior liberação de histamina pelos mastócitos, 
causando pertubarção microcircuiatória e dilataçáo venular precedidas por 
lesão tecidual, cujo resultado final é uma resposta inflamatória. 
Vasodilatadores presentes na secreção salivar de insetos 
hematófagos evitam a contração de fibras musculares da parede dos vasos, 
provocada pela liberação de várias substâncias originadas na lesão tecidual 
resultante da alimentação do inseto. 
Vários fatores protéicos e não protéicos que atuam como 
vasodilatadores foram caracterizados em insetos hematófagos. Acredita-se 
que substâncias vasodilatadoras presentes na saliva desses vetores tenham 
um importante papel no aumento da infectividade pelo patógeno 
(Champagne, 1994). 
Em carrapatos de diferentes gêneros foram descritas várias 
prostaglandinas (£2, Faa , I 2 , PGF2a ) • Essas substâncias são potentes 
vasodilatadores, de grande efeito na vascularização da pele. Mosquitos 
anofelinos secretam uma peroxidase com atividade NADPH-oxidase capaz 
de produzir H2O2 Essa enzima nativa destrói seroíonina e catecolaminas, 
substâncias vasoconstritoras que interferem na alimentação do inseto 
(Ribeiro, 1995). 
Em 1998, Ribeiro e cols. identificaram atividade vasodilatadora na 
saliva de 27 espécies de barbeiros pertencentes a cinco diferentes gêneros, 
sendo mais forte nas espécies do gênero Triatoma da América do Norte (7, 
protracta, T. lecticulaha e T. picturata). Uma das substâncias estudada foi o 
oxido nítrico (NO) que é capaz de interferir em vários processos fisiológicos 
apresentando-se como um potente vasodiiatador. O óxido nítrico, por se 
tratar de um gás muito instável levou os insetos a encontrarem uma forma 
para estocar essa substância através da ligação a heme proteínas 
carreadoras de NO chamadas nitroforinas que são localizadas nas glândulas 
salivares de R. prolixus (Ribeiro e cols., 1993). A existência de atividade NO 
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sintase foi detectada nas glândulas salivares desse inseto (Ribeiro & 
Nussenzveig, 1993) e posteriormente a proteína recombinante foi expressa e 
caracterizada (Yuda e cols,, 1996). A prolixina, previamente caracterizada 
como um anticoagulante, também mostrou ser uma hemeproteína carreadora 
de NO (Yuda e cols., 1997; Sun exols., 1998a e Kaneko e cols., 1999). 
Além do R. prolixus, Címex lectularius (outro hemíptera), também usa 
NO como seu principal vasodilatador. Essa atividade foi inicialmente descrita 
por Valenzuela e cols., (1995) e posteriormente purificada e clonada 
(Valenzuela & Ribeiro, 1998). 
Outras substâncias vasoativas foram descritas ao longo desses anos. 
Em Culicoides variipennis, vetor de viroses em animais (Perez de Leon e 
cols., 1997), Uma proteína formadora de eritema foi identificada por Cupp e 
cols., (1994) em Simmulliun vittatum e sua forma recombinante foi expressa e 
caracterizada (Cupp e cols., 1998). Sialoquinina I e II foram identificadas 
como sendo parte da família da taxicininas (Champagne & Ribeiro, 1994) e 
posteriormente o gene que codifica a sialoquina I foi isolado e caracterizado 
(Beerntsen e cols., 1999) 
3.4.2) Anestésicos 
A habilidade de completar o repasto sem ser percebido pelo 
hospedeiro também é importante para o sucesso da alimentação dos 
hematófagos. A irritação produzida na pele do hospedeiro pode induzir 
reações físicas, resultando em lesão ou morte do inseto antes do término da 
sua alimentação. Existem observações de que substâncias anestésicas 
presentes na saliva do inseto poderiam bloquear a reação do hospedeiro á 
picada. Em 1996, Pereira e co/s. detectaram a presença dessas substâncias 
na secreçáo salivar de T. Infestans com atividade sobre o nervo ciático de 
ratos. Recentemente uma atividade inibitória em canais de sódio em nervo 
ciático de ratos também foi identificada por Dan e cols., (1999) onde se 
identificou uma diminuição do potencial de ação e da sensibilidade na região 
da picada do inseto. 
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3.4.3) Antí-agregadores de Plaquetas 
A hemostasia normalmente é iniciada quando as plaquetas são 
expostas à matriz endotelial, onde se adere ao colágeno via receptor 
específico de superfície. Esta adesão é seguida pela ativação plaquetária que 
é acompanhada pela liberação de moléculas pré-agregatórias como 
tromboxano A2 e ADR (Kroll & Sulivan, 1998). 
Anti-agregadores de plaquetas são substâncias que reagem 
rapidamente à perda de sangue bloqueando o sangramento de pequenos 
vasos, mesmo na ausência de um sistema de coagulação (Law e cols., 
1992). A agregação plaquetária pode ser antagonizada também por 
substâncias como as Prostaglandina E2, prostaciclinas e oxido nítrico 
(Ribeiro, 1995), que aumentam o nível dos nucleotídeos cíclicos nas 
plaquetas (AMPcOu GMPc). 
Noeske-Jungblut e cols., (1994), identificaram na saliva de Triatoma. 
pallidipenis a Palidipina um potente inibidor da agregação plaquetária 
induzida por colágeno. O recombinante foi expresso mostrando que a 
proteína é exportada pela glândula salivar (Haendler e cols,, 1995) 
Insetos hematófagos apresentam na saliva uma enzima que hidroliza 
ATP e ADP em AMP e fosfatos inorgânicos agindo como um anti-agregador 
de plaquetas. Essa atividade apirásica foi identificada em diferentes gêneros 
de carrapatos, moscas, mosquitos borrachudos, mosca tsé-tsé e barbeiros 
(Ribeiro, 1995). 
Na saliva de R. prolixus uma proteína com atividade anti-agregadora 
de plaquetas da saliva foi purificada e caracterizada por Sarkis e cols., 
(1986), e fêmeas de Simulium vittatum apresentaram atividade semelhante 
(Cupp e cols., 1993). Nas glândulas salivares de A. aegypí/uma proteína com 
atividade apirásica foi purificada, clonada e seqüenciada (Champagne e cols., 
1995). 
Na saliva de 24 espécies de triatomíneos encontrou-se atividade 
apirásica e os resultados confirmam grande variação em relação ao conteúdo 
salivar e a eficiência na alimentação nas diferentes espécies (Ribeiro e cols., 
1998). 
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Uma atividade apirásica foi identificada na glândula salivar de Cimex. 
lectularius (Valenzuela. e cols., 1996) alguns anos depois a proteína foi 
purificada, clonada, seqüenciada e a proteína recombinante foi expressa 
(Valenzuela e cols., 1998). Em 1999 a apirase de T. Infestans foi 
caracterizada bioquímica e molecularmente por Lozzi, apresentando uma 
atividade indutora da agregação plaquetária induzida por ADR. 
Um novo inibidor de agregação plaquetária foi purificado, clonado e a 
proteína recombinante foi expressa na saliva de R. prolixus envolvendo 
diminuição de ADR por se ligar ao nucleotídeo (Francischetti e cols., 2000). 
Já em (2001a), Valenzuela e cols. identificaram uma nova apirase na saliva 
de Plebotomus. papatasi que possui uma atividade Ca2+dependente. 
3.4.4) Anticoagulantes 
Anticoagulantes são substâncias que previnem a formação de trombos 
nos vasos sangüíneos inibindo, entre outros, os fatores VIII, III, VII, Xa e 
trombina da cascata da coagulação sangüínea. A evolução possibilitou aos 
hematófagos mecanismos capazes de interferir na coagulação sangüínea. 
Nas últimas décadas identificou-se a presença de substâncias 
anicoagulaníes no conteúdo salivar de mosquitos, mosca tsé-tsé, mosquito 
borrachudos e hemípteros (Stark & James, 1996). Em 1996, Capello e cols., 
identificaram na saliva da mosca tsé-tse {Glossina morsitans morsitans) um 
potente inibidor de trombina. 
Em Mosquitos borrachudos do gênero Simulium identificaram-se 
substâncias anticoagulantes que inibem fatores da coagulação sangüínea, 
como trombina, fatores V, Xa (Cupp & Cupp, 1997). Recentemente, a 
trombostatina, um inibidor de trombina, foi purificada, clonada e expressa em 
células de inseto (Zang e cols., 2002). Mosquitos do gênero Anopheles sp e 
Aectes sp apresentaram, respectivamente, atividade antitrombina (Stark & 
James, 1996) e antifatorXa (Stark & James, 1995). 
Em carrapatos, substâncias anticoagulantes são comuns em mais de 
10 espécies (Bowman e cols., 1997a). A americanina foi isolada das 
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glândulas salivares do carrapato Amblyomma americanum e caracterizada 
como um específico inibidor de trombina (Zhu e cols., 1997a). Em 2002, 
Francischetti e cols. identificaram e expressaram a proteína recombinante de 
um inibidor de fator tecidual (TFRI) denominado ixoiaris do carrapato Ixodes 
scapularis 
Anticoagulantes em triatomíneos foram primeiramente estudados no 
gênero R. prolixas por Hellmann & Hawkins, (1964 e 1965). Uma dessas 
substâncias, a Proiixina-S, atuaria sobre o fator VII da coagulaçáo. Em 
1995a, Ribeiro e cols., purificaram e caracterizaram a Prolixina-S como uma 
das nitroforinas de R. prolixas . Em 1996, Sun e cols., clonaram o gene da 
prolixina e posíeriomente o peptídeo recombinante foi obtido por Yuda e 
cols,, (1997). 
A triabina, um inibidor de trombina de T. pallidipennls, foi 
caracterizada, purificada, e seu recombinante expresso em 1995 por Noeske- 
Jungblut e cols. Uma atividade inibitória do fator V foi identificada na saliva 
dos triatomíneos Panstrongylas megistas e Triatoma infestans (Ribeiro e 
cols., 1998) . Feijó, (2001) caracterizou e expressou o gene da triatina, um 
inibidor de trombina da saliva de T. infestans 
3.4.5) Fosfoüpases 
A família das fosfolípases A2 (PLA2) cataiiza a hidrólise da ligação 
ester (sn-2) (Dennis, 1997 e Balsinde e cols,, 1999) de fosfolipídeos 
liberando ácidos graxos livres (ác. araquidônico e ác. oléico) e 
lisofosfolipídeos. Essa enzima tem um importante papel no metabolismo 
lipídico e reparo de membrana, bem como formação de potentes mediadores 
de inflamação, tal como metabólitos do ácido araquidônico, incluindo 
prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LIS) e fator de agregação plaquetária 
(PAF) (Devilliere cols., 1999). 
Até o momento, no mínimo 19 tipos de enzimas com atividade 
fosfolipásica foram identificadas em mamíferos (Murakami & Kudo, 2002). 
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Essa família de enzimas divide-se em secretada, citoplasmática e cálcio 
independente. As sPLAj secretadas são em número de dez, as quais são de 
baixa massa molecular, dependentes de cálcio e desempenham importante 
papel no processo inflamatório (Oka & Arita,1991), antibacteriano (Stephen e 
cols., 2002) e arterosclerótico (Tieíge e cols., 2000). 
A formas não secretada ou citoplasmática {CPLA2), são importantes 
para a iniciação do metabolismo do ácido araquidônico e são fortemente 
reguladas por cálcio e fosforilação (Murakami & Kudo, 2002). As ÍPLA2 podem 
desempenhar importante papel no remodelamento da membrana fosfolipídica 
(Balsinde e cols., 1995). O fato de essas enzimas serem independentes de 
cálcio em ensaios in vitro não impede que dentro da célula elas sejam 
também reguladas por cálcio ou fatores dependentes de cálcio segundo 
Atsumi e cols., (2000). 
Além das funções já citadas, as fosfolipases A2 secretadas (SPLA2) 
são encontradas em venenos de cobras, abelhas e escorpiões, possuindo 
moléculas que, por quebrarem fosfotipídeos, possuem atividade 
anticoagulante (Mounier e cols., 1996), hemolítica e anti-agregadora de 
plaquetas (Chow e cols,, 1998 e Díaz e cols., 2001). Dessa forma seria 
esperado que, na saliva de hematófagos, também houvesse a presença de 
substâncias semelhantes a fim de ajudar no processo da hematofagia. Até o 
momento são poucos os relatos obtidos dessa função. 
Bowman e cols. (1997b) identificaram uma atividade de fosfolipase A2 
na saliva e glândula salivares do carrapato Amblyomma americanum (L). 
Recentemente Ribeiro & Francischetti, (2001) identificaram na saliva e 
glândulas salivares do mosquito Culex quinquefasciatus uma atividade 
fosfolipase C que hidroliza fator de agregação plaquetária (PAF). 
3.4.6) Hemolisínas 
É de se supor que para obtenção e digestão do alimento, 
invertebrados sugadores de sangue devem possuir um mecanismo de lise de 
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células vermelhas a fim de disponibilizar hemoglobina para o processo de 
digestão e obter seus nutrientes intracelulares. 
Teoricamente os mecanismos de hemólise são muito variados, 
podendo ser causados por força mecânica, hipo-osmolaridade, agentes 
líticos e enzimas que degrandam. componentes da membrana de células 
vermelhas do sangue (Zhu e cols., 1997b). 
Hemolisinas têm sido descritas no trato digestivo de vários artrópodes 
hematófagos, tais como moscas (Spaíes, 1981), no mosquito A. aegypti (L) 
(Geering, 1975) e triatomíneos (Azambuja e cols., 1983) e carrapatos 
(Ribeiro, 1988). Em 1997b, Zhu e cols., identificaram uma atividade 
hemotítica na saliva do carrapato estrela A. americanum. 
3.4.7) Peptideos Antimícrobianos 
Peptídeos antimícrobianos são importantes componentes da resposta 
imune de organismos procarióticos e eucarióticos. Insetos utilizam-se desses 
fatores a fim de garantir sua proliferação e diversidade no meio em que 
vivem. Durante muitos anos esses peptideos têm sido isolado de mais de um 
milhão de insetos (Bullet e cols., 1999). 
A primeira iinha de defesa do inseto é fisica, a cutícuia, entretanto se 
essa barreira for quebrada as respostas imunes humoral e celular induzida na 
hemolinfa e nos tecidos são imediatamente ativadas. Ácidos graxos e 
algumas células sangüíneas são produzidos e acumulados na hemolinfa do 
inseto infectado a fim de impedir o desenvolvimento de microorganismos 
invasores (Bullet e cols., 1999). 
Esses fatores promovem a ativação de cascatas proteolíticas 
induzindo a síntese de peptídeos antimícrobianos que são rapidamente 
liberados na hemolinfa (Hultmark, 1993; Boman, 1995; Hoffmann e cols,, 
1996). Em animais e plantas a resposta imune é dada por esses peptídeos 
contra bactéria e fungos (Boman, 1995; Ganz & Weiss, 1997; Broekaert e 
cols., 1995). 
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Os insetos respondem à invasão por bactérias através de substâncias 
bactericidas e bacteriostáticas (Barilas-Mury e cols., 2000). Inúmeras 
proteínas antibacterianas tem sido caracterizadas. A primeira delas foi a 
cecropina da Hyalophora cecropia, caracterizada por Steiner e cols., (1981), 
capaz de lisare matar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Hultmark, 
1993), possui também atividade contra fungos (DeLucca e cols., 1997), e 
parasitas, incluindo Plasmodium (Gwadz e cols., 1989; Boisbouvier e cols., 
1998 e Possani e cols., 1998). 
Cecropinas são peptídeos pequenos de aproximadamente 4 KDa 
contendo de 35-39 aminoácidos , que são carregadas positivamente no seu 
N-íerminal e possuem uma região rica em peptídeos hidrofóbicos no C- 
terminal. O principal interesse com relação a esse peptídeo é o seu efeito 
contra agentes patogênicos principalmente causadores da malária e 
tripanossomiases. Recentemente as cecropinas foram isoladas também de 
mosquitos A. Albopictus (Sun e cols., 1998b) e A. aegypti (Lowenberger e 
cols., 1995,1999). Um peptídeo sintético foi produzido a fim de caracterizara 
atividade da proteína, sendo o crescimento bacteriano naturalmente 
presentes no intestino do inseto afetado. Em 2000 Vizioli e cols., clonaram e 
analisaram o gene da cecropina de Anopheles gambiae e seu peptídeo foi 
purificado de mosquitos adultos inoculados com bactérias o qual permitiu 
uma limitação no crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 
Além de insetos as cecropinas também foram identificadas em mamíferos, 
intestino de suínos e na pele de anfíbios (Boman, 1994 e Kinbrell, 1991) 
Desde a descoberta da cecropina, mais de 200 peptídeos e 
polipeptídeos antimicrobianos têm sido relatados. Peptídeos contendo 
cisteína (defensinas, drosomicina e tanatina), ricos em prolina e ricos em 
glicinas (Bulet e cols., 1999). As defensinas são peptídeos catiônicos de 3-5 
KDa ricos em cisíeínas. Três famílias estruturalmente distintas de defensinas 
têm sido descritas, incluindo a-defensinas, p-defensinas e defensinas de 
inseto (Ganz and Lehrer, 1994). As duas primeiras são encontradas em 
neutrófilos de mamíferos e têm papel importante na defesa contra bactérias, 
fungos e alguns vírus (Kagan e cols., 1994). Duas p-defensinas humanas 
foram isoladas e caracterizadas estruturalmente (Bensch e cols,, 1995 e 
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Valore e cols., 1998). Harder e cols., (2001) isolaram e caracterizaram a p- 
defensina-3 humana, que demonstrou uma potente atividade antimicrobiana 
contra diversos tipos de micróbios patogênicos, incluindo o multi-resistente 
Staphilococus. aureus e vancomicina resistente Enterococcus faecium. 
As defensinas de inseto possuem seis cisteínas ligadas aos pares por 
pontes dissulfeto promovendo uma alteração da permeabilidade da 
membrana plasmática de bactérias Gram-positivas, resultando numa perda 
de potássio citoplasmático, uma despolarização parcial da membrana com 
decréscimo de ATP e finalmente uma inibição da respiração (Cociancich e 
cols., 1993). Somente um pequeno número de Gram-negativas, fungos e 
leveduras são afetados por esses peptídeos (Hetru e cols., 1998). Mais de 
trinta defensinas têm sido descritas em insetos da ordem Diptera, Coleoptera, 
Hemiptera, Hymenoptera, Trichoptera e Odonata (Bulet e cols., 1999). Com 
base na estrutura, esses peptídeos são divididos em três classes: i) 
peptídeos lineares, desprovidos de cisteínas e formando a-hélice 
(cecropinas), ii) peptídeos ricos em prolinas e glicinas, iii) peptídos cíclicos 
contendo resíduos de cisteínas (Lamberty e cols., 2001). 
A maior parte dos peptídeos antibacterianos de insetos têm sido 
identificados em vetores de pouca importância no controle de doenças 
parasitárias. Em 1994, Chalk e cols. descreveram a seqüência parcial da 
defensina do importante vetor A aegypti e posteriormente Lowenberger e 
cols., (1995) demonstraram a seqüência completa de três isoformas A, B e C 
da defensina desse inseto. Sendo o gene da defensina A clonado e 
caracterizado (Cho e cols., 1996,1997). 
Defensinas também têm sido isoladas e caracterizadas de A. gambiae 
(Richman e cols., 1996 e Dimopoulos e cols., 1997). Exogenamente 
administrados, esses peptídeos mostraram ser ativos contra vários estágios 
do Plasmodium galinaceum no mosquito. As defensinas contra oocistos são 
tempo-dependente tornando-os lentos e com vacuolarização interna É sobre 
esporozoito que elas são altamente tóxicas causando a ruptura das 
membranas e mudança da morfologia com subsequente perda da motilidade 
(Shahabuddin e cols., 1998). Vizioti e cols. (2001) expressaram o DNA 
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recombinante da defensina de Anopheles gambiae e verificaram que possuía 
atividade contra bactérias, fungos e leveduras. 
Outros peptídeos antimicrobianos têm sido descritos em insetos, como 
é o caso da drosomicina, isolada de Drosophiía melanogaster (Fehlbaum e 
cols., 1994). A drosomicina caracteriza-se por possuir 44 resíduos de 
aminoácidos incluindo 8 resíduos de cisteína interligados por 4 pontes 
dissulfeto internas possuindo alta similaridade com defensinas de planta 
(Michaut e cols,, 1996). Seu mecanismo de ação caracteriza-se por uma 
potente atividade antifúngica e nenhuma atividade contra leveduras, bactérias 
e nenhum efeito hemolítico em eritrócitos de bovino. 
Uma atividade bacteriolítica foi também identificada na glândula salivar 
do mosquito A. aegypti (Rossignol & Lueders, 1986). Em 1996, Kang e cols. 
isolaram do mosquito A. gambiae uma seqüência genômica codante para 
uma lisozima. Recentemente um cDNA de glândula salivar do vetor da 
malária no Brasil, Anopheles, foi obtido e mostrou uma seqüência similar a 
outras lisosimas de inseto (Moreira-Ferro e cols., 1998) sugerindo uma 
proteção contra uma invasão bacteriana na glândula salivar do inseto. Outro 
peptídeo também identificado foi a tanacina, com propriedade fungicida e 
bactehcida, isolado do hemíptera Podisus maculiventris (Fehlbaum e 
cols., 1996). Atacina, uma proteína, com atividade antibacteriana foi purificada 
da hemolinfa da lepdoptera Samia cynthia ricini e seu gene foi clonado por 
Kishiimoto e cols. (2002). 
Dois novos peptídeos antimicrobianos denominados, termicina e 
espinigerina foram isolados de Pseudacanthotermes spiniger (cupim, 
Isoptera). O primeiro é um peptídeo antifúngico de 36 resíduos de 
aminoácidos, cuja organização de pontes dissulfeto é similar as defensinas, o 
segundo consiste de 25 resíduos de aminoácidos, desprovido de cisteínas, 
com atividade contra bactérias e fungos (Lamberty e cols., 2001). Os 
peptídeos antimicrobianos atacina, cecropina e defensina foram identificados 
em Glossina morsitans após infecção do inseto com parasita Trypanosoma 
brucei, sendo excelentes alvos de extudo quanto à busca de novas drogas 
contra o parasita (Boulanger e cols., 2002) 
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Em 2002, Kuhn-Nentwig e cols. identificaram uma nova família desses 
peptídeos isolados do.veneno da aranha Cupiennius salei, apresentando 
potentes efeitos antimicrobianos, hemolítico e inseticida e sua propriedade 
estrutural indica uma função desestabilizadora de membrana. Tendo em vista 
as massivas infecções a bactérias resitentes as drogas oferecidas 
atualmente, esses compostos podem ser de grande utilidade no 
desenvolvimento de novos agentes farmacêuticos antimicrobianos. 
3.4.7.1) Trialisina 
Em 2002, Amino e cols. caracterizaram uma nova proteína de 22 KDa, 
denominada trialisina, que foi purificada da saliva do Triatoma ínfestans 
apresentando uma atividade lííica formadora de poros. Proteínas formadoras 
de poros têm sido identificadas tanto em organismos procarióticos como 
eucarióticos (animais e plantas) (Lehrer & Ganz, 1999; Fontes e cols., 1998 e 
Garcia-Olmedo e cols., 1998) fazendo parte da resposta imune contra 
microorganismos Essas proteínas também inibem a função plaquetária 
(Ashmarina e cols., 1993), induzem apoptose em leucócitos (Korostoff e cols,, 
1998) e em células endoteliais (Menzies & Kourteva, 2000). 
Sabe-se que peptídeos que exercem atividade lítica atuam em duas 
etapas: 1) ligação à superfície da célula; 2) permeabilização celular. Esses 
peptídeos possuem estruturas primárias e secundárias diferentes (a-hélice e 
estrutura-(3) básicas e antipáticas, possuindo maior seletividade para lisar 
bactérias do que células do hospedeiro (Matsuzaki, 2001). 
Outra classe de moléculas formadoras de poros muito bem estudadas 
compreende toxinas bacterianas (Tweten e cols., 2001 e Welch, 2001), 
aerolisina (Diep e cols., 1998) e integrinas (Lally e cols., 1997). Citolisinas 
colesterol-dependentes são produzidas por mais de 20 espécies de bactérias 
Gram-positivas, formando poros maiores e uma organização monomérica em 
anéis de 30-50 subunidades (Olofsson e cols., 1993 e Sekiya e cols., 1993). 
A partir de uma biblioteca de cDNA de glândulas salivares de T 
infestans, a seqüência completa do gene foi obtida. A trialisina possui na sua 
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porção N-terminal 27 resíduos de aminoácidos com um motivo catiônico 
antipático lítico, similar aos peptídeos antimicrobianos líticos, ricos em 
resíduos de lisina, o que sugere a formação de uma estrutura em a-helice. 
Hélices antipáticas são motivos de ligação a membrana presentes em muitas 
proteínas, as quais permitem que.a proteína se ligue à membrana, insira-se 
na mesma e provoque seu rompimento, resultando na morte celular (Dathe & 
Wieprecht, 1999). A região adjacente a esses resíduos carregados 
positivamente é formada por aminoácidos hidrotóbicos. 
Esta estrutura com um lado da cadeia polar e outro com resíduos 
hidrotóbicos, permite uma interação satisfatória com estruturas anfifílicas 
presentes nas membranas biológicas. Sabe-se que a maior força responsável 
pela ligação do peptídeo a superfície da membrana celular de mamíferos são 
as interações hidrofóbicas (Dathe & Wieprecht, 1999). Portanto uma 
hidrofobicidade baixa previne uma ligação forte a membranas eletricamente 
neutras, desempenhando um importante papel na seletividade celular. Essas 
características são similares a outros peptídeos antimicrobianos formadores 
de poros, tais como as magaininas de pele de sapo, que se ligam a 
fosfolipídeos aniônicos formando uma a-hélice (Zasloff, 1987), as cecropinas 
(Steinere cols,, 1981) e sarcotoxinas (Okada & Naíori, 1985), encontradas na 
hemolinfa de insetos, cuja porção C-terminal penetra na membrana e a 
porção N-terminal, rica em aminoácidos básicos, interage com os 
fosfolipídeos ácidos presentes na mesma, causando uma pertubação na 
membrana e perda da mobilidade bacteriana. 
A trialisina é siníetisada e estocada nas glândulas salivares na forma 
de um precursor com características aniônicas, capaz de neutralizar o 
adjacente motivo lítico catiônico que poderia lesar as glândulas salivares do 
inseto se sintetizada na sua forma ativa. Essa forma é semelhante, por 
exemplo, as defensinas de camundongos, que são ativadas pela 
metaloprotease matrilisina (Wilson e cols., 1999), aerolisinas secretadas por 
Aeromonas hodrophila é ativada pela endoprotease furina (Abrami e cols., 
1998) e vibriolisina, uma citolisina de Vibrio cholerae que é clivada e ativada 
por uma série de proteases sendo capaz de lisar membrana de mamíferos 
através da formação de poros (Hall & Drasar, 1990), e a gloverina de 
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Trichoplusia ni, que mostrou inibir o crescimento de bactéria (Lundstrõm e 
cols., 2002) 
Através de um processo proteolítico Amino e cols.(2002) verificaram 
que trialisina é ativada quando ejetada no momento da picada, pela triapsina, 
uma serino protease produzida nas glândulas salivares de 7. Infestans, a qual 
é secretada no momento da picada do inseto. (Amino e cols., 2001). Essa 
protease ao ser inibida por APMSF, um inibidor de serino proteases, foi 
classificada como uma senno protease. Experimento semelhante foi realizado 
a fim de se confirmar á participação dessa protease na ativação da trialisina. 
Os resultados obtidos foram à perda da atividade da trialisina quando inibidor 
de serino protease (APMSF) foi adicionado a extrato de glândulas salivares. 
A triapsina é uma proteína muito lábil mantendo-se ativa por poucos minutos, 
O mecanismo de açáo dessa proteína foi caracterizado pela 
capacidade de formar poros voltagem-dependente nas camadas iipídicas e 
induzir lise de bactérias, hemácias, 7. cruzi e células de mamíferos. A partir 
da construção de um peptideo sintético que codifica a região iítica da 
proteína eles verificaram que a porção adicional da proteína a esse peptideo 
aumentou a especificidade da trialisina com relação às células eucarióticas 
tal como as toxinas de bactérias (Amino e cols., 2002). 
Com base no exposto Amino e cols. (2002) propuseram um 
mecanismo de ativação e formação de poros, onde a pró-trialisina é estocada 
numa forma inativa nas glândulas salivares. No momento da picada, é 
ativada por uma serino protease, separando o peptideo aniônico da proteína 
madura. Neste momento o motivo catiônico se liga aos fosfolipídeos de 
membrana negativamente carregados, inserindo a a-hé!ice antipática dentro 
da camada lipidica, formando poros voitagem dependentes. Sabe-se que 
lipídeos carregados negativamente e um potencial de ação negativo 
favorecem a ligação e entrada dos peptídeos na membrana (Dathe & 
Wieprecht, 1999), 
Essa atividade Iítica, geralmente tem sido associada com o mecanismo 
de digestão a partir de hemólise. Entretanto esse fato é improvável uma vez 
que o alimento permanece intacto durante semanas sendo digerido somente 
no intestino posterior do 7. infestans. 
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A capacidade de a trialisina matar microorganismos, como um 
peptídeo lítico, e permeabilizar células de mamíferos, como uma toxina 
bacteriana, vem reforçar a idéia de que essa proteína tem um duplo papel 
para o inseto, ajudando no repasto por interagir com a células hospedeiras 
como também no controle do crescimento antimicrobiano nas glândulas 
salivares, Uma vez que se verificou o não crescimento bacteriano nas 
glândulas salivares de T. infestans e a transmissão do T. cruzi ser realizada 
através das fezes e não pela saliva ao contrário do vetor R. prolixus que 
trasmite o parasita T. rangeli (Stevens e cols., 1999). 
3.6) Transmissão Vetorial do Trypanosoma cruzi 
A transmissão natural da Doença de Chagas é a vetorial, que se dá 
através das fezes de insetos hematófagos da ordem Hemiptera da família 
Reduvíidae e subfamília Triatominae, sendo o T. infestans o mais importante 
transmissor ao sul da linha equatorial (Dias & Coura, 1997a). O Trypanosoma 
cruzi, é um protozoário flagelado da ordem Kinetoplastida, da família 
Trypanosomatidae, caracterizado pela presença de um flagelo e uma única 
mitocôndria, presente no sangue dos vertebrados na forma de tripomastigota 
e nos tecidos, como amastigota. 
Nos invertebrados (insetos vetores), ocorre a transformação dos 
tripomastigotas sangüíneos em epimastigotas, que depois se diferenciam em 
tripomastigotas metacíclicos, formas infectantes acumuladas nas fezes do 
inseto. Esses, ao picar os vertebrados, em geral defecam após o repasto 
eliminando formas infectantes de tripomastigotas metacíclicos presentes em 
suas fezes e que penetram pelo orifício da picada ou por solução de 
continuidade deixada pelo ato de coçar (Brener, 1973). 
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3.6) Repasto Sangüíneo 
Os triatomíneos percebem suas fontes alimentares principalmente pela 
ação de sensores sensíveis ao calor localizados nas antenas (Dias & Coura, 
1997b). Após localizara presa, o inseto, utilizando sua mandíbula penetra em 
sua pele através de movimentos rápidos até que sua maxila seja introduzida 
nos tecidos até após encontrar um vaso sangüíneo, geralmente capilar, 
ocorre a salivação. Durante a busca de vasos sangüíneos através dos 
movimentos maxilares o triatomíneo pode causar pequenas lesões que levam 
a microhemorragias. O sangue é ingerido pelo triatomíneo de forma pulsátil e 
armazenado no intestino anterior, também conhecido como estômago, até a 
saturação dos receptores que controlam a dilataçáo da parede abdominal 
(Friend & Smith, 1971). 
3.7) As Glândulas Salívares dos Triatomíneos 
As glândulas salivares são em número de três pares e localizam-se na 
cavidade toráxica, contidas na parte iniciai do tubo digestivo, e separadas por 
um sistema de duetos que se abrem em um canal alimentar (Barreto, 1922). 
A nomenclatura usada para as glândulas salivares de Triatoma infestans é 
D1, D2 e D3 (Lacombe, 1999). O par Dl corresponde às glândulas principais, 
o D2 às glândulas suplementares, possuindo uma cor leitosa ou um pouco 
amarelada. O par D3 corresponde às glândulas acessórias e mostra-se 
transparente, de maior tamanho e deslocado para a região abdominal do 
inseto recebendo muita oxigenação não devendo ser simplesmente 
considerada como reservatório de saliva. A presença de uma valvula nessa 
glândula exerce importante papel na formação da saliva em triatomíneos 
(Lacombe, 1999) . 
O gênero Rhodnius não apresenta o típico par de glândulas D3, sendo 
o par principal de cor cereja devido ao pigmento parahematina, encontrado 
na hemolinfa (Lacombe, 1999), Segundo Lacombe, (1999) em animais que 
não se alimentaram as glândulas ficam repletas de secreção, ocasionando a 
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distenção da parede celular e consequentemente uma modificação 
morfològica. Entretanto, quando alimentados às células ficam em plena 
atividade de síntese. Essas observações indicam que as glândulas salivares 
são de grande importância para os hábitos alimentares dos triatomíneos, 
onde a saliva facilita na localização dos vasos e apresenta efeito anti- 
hemostático (Ribeiro & Garcia, 1981). 
3.8) A Doença de Chagas 
Em várias regiões do continente americano a Doença de chagas se 
encontra amplamente distribuída. Os vetores da Doença estão presentes 
desde o Sul dos Estados Unidos até a Argentina. São mais de cem espécies 
responsáveis pela transmissão natural da infecção pelo flagelado T. cruzi 
atingindo mamíferos silvestres, que servem de reservatório dos protozoários. 
A Doença de chagas é um exemplo típico resultante das alterações 
produzidas pelo homem ao meio ambiente, das distorções econômicas e das 
injunções sociais oferecendo ao vetor vivendas rurais de péssima qualidade, 
sendo o homem incluído no ciclo epidemiológico da doença. 
Estima-se que existam 18 milhões de pessoas infectadas na América 
Latina e cerca de 4 milhões no Brasil e que 5-6 milhões de pessoas irão 
desenvolver complicações crônicas, sendo que 27% podem desenvolver 
lesões cardíacas, 6% distúrbios digestivos e 3% lesões neurológicas 
periféricas (WHO,1997). Portanto, a morbidade e mortalidade provocada por 
essa doença constituem um dos maiores problemas de saúde pública da 
América Latina. 
A transmissão do T. cruzi pode ocorrer po três vias. Vetorial, podendo 
ser classificado como silvestre, doméstico e peridomésíico, mostrando a 
interação entre os diversos reservatórios animais (animais silvestres, 
marsupiais, cães, gatos e roedores) e o homem (Barreto, 1979). A segunda e 
mais freqüente via de transmissão ocorre por transfusão sangüínea, via 
transplacentária ou congênita, constituindo um sério problema de saúde 
pública em áreas endêmicas (Schmunis,1999; Leiby e cols.,1999 e Altemani 
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e cols., 2000). A terceira via, pouco comum é através da amamentação (Jorg, 
1992 e Bittencourt e.cols., 1998). Os triatomíneos domiciliados ou 
peridomiciliados são de mais fácil acesso, podendo ser encontrados em 
ecótopos artificiais, principalmente habitações humanas ou focos naturais 
(abrigos de animais - tatu, quati, gamba, cutia, ratos, aves, morcegos, etc). 
Poder-se-ia estudá-lo do ponto de vista genético, com o objetivo de produzir 
espécies com desempenho reprodutivo muito fraco, diminuindo a população 
de insetos e, por conseqüência, sua atuação na transmissão da doença. 
Outra atuação interessante seria a pesquisa e utilização de novos 
inseticidas no domicílio e peridomicílio, capazes de matar o vetor, sem efeitos 
tóxicos para o homem e animais. Enquadram-se nestes parâmetros os 
piretróides, biodegradáveis e menos tóxicos para o homem e os animais 
domésticos. Ao longo dos últimos 20 anos, a ação do Governo Federal no 
combate aos vetores com inseticida tem apresentado resultados satisfatórios. 
O fato de novas espécies de triatomíneos possam vir ocupar o intradomícílio 
vêm sendo uma preocupação constante (Nascimento e cols., 1997). 
Nos estado de Goiás a captura das espécies Triatoma sórdida e 
Rhodnius neglectus em habitações rurais aumentou no período de 1991/92 
(Garcia, 1993). Entretanto, os triatomíneos são capazes de adquirir 
resistência contra inseticidas (Sivory e cols., 1997). 
Na atualidade, fatos como a disseminação da Doença de Chagas para 
regiões onde até então casos da enfermidade eram reduzidos, como é o caso 
da bacia amazônica, onde se observou a presença de insetos vetores 
infectados assim como trasmissão vetorial da Doença de Chagas (Teixeira, e 
cols., 2001). Assim o conhecimento de formas eficazes de prevenção da 
transmissão será de grande importância para o controle da Doença de 
Chagas. Nesse sentido, deve-se considerar a busca de novas abordagens 
profiláticas, eficazes na prevenção da transmissão do T. cruzi para o homem. 
Nessa linha de raciocínio, nós consideramos a possibilidade de fazer o 
homem um mau hospedeiro para o repasto do triatomíneo. 
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3.9) Tentativa de Inibição do Repasto do Inseto Hematófago 
0 triatomíneo é o eio mais importante na cadeia epidemiológica da 
doença de Chagas e, assim, as pesquisas futuras que visem á erradicação 
da moléstia, devem ser estruturadas no sentido de limitar, ao máximo, sua 
reprodução. Todavia, a atuação sobre os barbeiros silvestres é bastante 
difícil, em virtude da multiplicidade de espécies que existem em ambiente 
silvestre, pouco exigente aos habitáculos e indiferentes aos hospedeiros 
vertebrados, dificultando o combate por meios químicos ou biológicos 
(Silveira, 2000). 
O desenvolvimento de uma vacina contra a Doença de Chagas 
dependeria da possibilidade de obtenção de um antígeno do parasita, 
quimicamente definido, que produzisse uma imunoproteção sólida, sem 
excitar as reações tóxicas ou alérgicas de hipersensibilidade. Além disso, o 
envolvimento de auto-imunidade na patogênese da doença limita 
consideravelmente a possibilidade de sucesso nessa tentativa de produção 
de uma vacina contra a infecção já instalada no hospedeiro mamífero. 
(Teixeira, 1987). Ademais, as características intrínsecas da infecção crônica 
chagásica sugerem que uma vacina convencional poderia agravar o curso da 
doença ao invés de proteger contra lesões antigas ou ainda ativas no 
organismo (Teixeira, 1987). Os mecanismos de invasão das células do 
hospedeiro pelo T.cruzi, poderia ser um alvo interessante de investigação. 
Porém, o processo de diferenciação do T. cruzi adiciona dúvida quanto ao 
sucesso do empreendimento, pois muitos fatores dificultam a seleção de 
antígenos eficientes para obtenção de imunoprofilaxia efetiva. 
Tem sido proposto que um dano na rede imunológica supressora 
poderia ter papel na patogênese das lesões miocárdicas, tanto na fase aguda 
como na crônica (Andrade e cols.,1987 e Rossi e cols., 1995). A investigação 
dos mecanismos que são acionados pelo protozoário, que resultam na 
perturbação funcional do sistema imunológico é fundamental para a 
idealização de atuações contrárias, eficazes e seguras, que proporcionem a 
prevenção (ou cura) do indivíduo acometido (Huggins, 1993). Algumas 
tentativas foram realizadas para verificar a proteção da vacinação em 
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reservatórios domésticos, em larga escala. Entretanto, poucos estudos 
demonstraram a eficácia desta prática em campo. 
Diante da real necessidade de uma vacina eficaz e das dificuldades 
encontradas nas abordagens que visam imunoprofilaxia da doença de 
Chagas, novas estratégias de controle têm sido propostas. Nesse sentido, a 
imunização com antígenos de insetos vetores tem sido considerada uma 
alternativa de vacinação. Essa estratégia visa interromper o ciclo evolutivo do 
agente infeccioso de doenças endêmicas, tais como malária, dengue e 
leishmaniose. 
Anticorpos, produzidos em hospedeiros contra proteínas de insetos 
vetores têm bloqueado o desenvolvimento de agentes infecciosos. O 
bloqueio do desenvolvimento do Plamodium berghei no interior do mosquito 
alimentado com sangue de camundongos imunizados com proteínas do 
intestino de Anopheles stephensi foi demonstrado por Lal e cols., em 1994. 
A fecundidade de Anopheles tessellatus foi reduzida pela ingestão de 
anticorpos murinos antimosquito (Srikrishnaray e cols.,1993). Em 2001b, 
Valezuela e cols.caracterizaram as principais proteínas da gianduia salivar de 
Phlebotomus papaias/, o vetor da leishmaniose. Uma dessas proteínas teve 
sua extremidade N-terminal determinada e o cDNA selecionado. Uma vacina 
de DNA foi capaz de proteger camundongos vacinados de parasitas 
proporcionando intensa resposta humoral. 
Dessa forma o volume de experimentos na busca de antígenos 
eficazes vem aumentando a cada ano, particularmente no que diz respeito a 
glândulas salivares. Entende-se o interesse despertado, porque o aparelho 
bucal do vetor é uma das principais partes que entra em contato com o 
hospedeiro. Sendo assim, a inativaçáo de proteínas salivares importantes 
para o suceso do repasto, por anticorpos do hospedeiro, seria uma 
alternativa promissora para o controle do inseto. 
Todavia, as abordagens alternativas que se tem citado na literatura 
remetem para a necessidade de produzir proteínas recombinantes 
codificadas por genes expressos com exclusividade nas glândulas salivares, 
pois, as propriedades farmacológicas dessas proteínas são importantes para 
a aquisição do repasto do inseto hematófago. Enfim, a escassez do produto 
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natural de origem na glândula salivar do inseto pode ser resolvida mediante 
emprego das técnicas modernas de biologia molecular. 
3.10) Expressão de Proteínas Recombinantes 
A expressão de proteínas recombinantes in vivo é muito importante 
para diversas áreas da pesquisa em biologia molecular. A escolha do sistema 
de expressão para a produção de altos níveis de produção de proteínas 
recombinantes dependem de fatores como; características do crescimento 
celular, níveis de expressão, expressão intracelular ou extraceiular, 
modificações pós traducionais, atividade biológica da proteína de interesse, 
bem como fatores regulatóhos na produção de proteínas terapêuticas 
(Goeddel, 1990 e Hodgson, 1993). 
Sistemas procarióticos têm sido usados devido à facilidade e seu baixo 
custo de se cultivar Eco//, além de produzir proteínas em abundância. 
Entretanto nem todo gene pode ser expresso eficientemente neste 
organismo. A expressão de produtos gênicos eucarióticos em sistema 
procariótico pode ocasionar alguns problemas, principalmente se a proteína 
requer modificações pós traducionais para sua atividade, como também a 
produção de proteínas insolúveis dificultando a purificação da proteína ativa 
(Das 1990). 
Tendo em vista os fatos citados, levedura, células de mamífero e 
células de inseto têm sido escolhidas como sistema de expressão em 
proteínas heterólogas, promovendo as modificações pós traducionais 
corretas exigidas pelo peptídeo a ser expresso. 
Uma revisão detalhada sobre os vários sistemas de expressão de 
proteínas recombinantes foi feita na Tese de Doutorado de Gilvania Feijó 
(Universidade de Brasília, 2001). Neste trabalho, fizemos atualização daquela 
revisão e, agora, juntamente com algumas informações sobre as técnicas de 
bioinformática associadas com a modelagem molecular, foram colocadas 
como um apêndice logo após a revisão bibliográfica. 
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4.TRABALHO PRÉVIO 
A proposta de trabalho que tomou corpo e resultou na definição dos 
objetivos desse trabalho de Tese está inserida numa linha de pesquisa 
multidisciplinar envolvendo vários projetos com muitos protagonistas, 
ensejando a produção de informação científica submetida e aprovada pelas 
agencias de fomento à pesquisa. Essa parte do trabalho já realizado está 
sujeita a um Acordo de Confidencialidade decorrente de Convênio de 
Colaboração Científica assinado pela Universidade de Brasília e pelo Instituto 
Carlos Finlay, Havana. Não nos compete discutir o pragmatismo que se 
coloca adiante e acima da necessidade de informação e compartilhamento do 
conhecimento produzido em instituição pública. As regras são ditadas pelo 
novo mito chamado Mercado. De nossa parte, sabemos que temos de nos 
submeter às regras do jogo diante do desejo maior de levar o conhecimento 
produzido a etapa de sua transformação em produto de interesse comercial. 
Todavia, colocamos aqui um condicionante: O bem produzido deve ser de 
domínio público no seu único interesse. 
5.PROSPOSTA DE TABALHO 
Como vimos nos tópicos discorridos acima, vários artrópodes 
hematófagos transmitem doenças ao contaminar suas vítimas durante o 
repasto. No caso dos insetos da família Reduviidae, a transmissão do 
Trypanosoma cruzi é viabilizada por moléculas essenciais ejetadas no sítio 
da picada para romper as barreiras homeostásicas da presa. Assim, vimos 
que vasodilatadores, anti-agregadores de plaquetas, anticoagulantes, 
anestésicos e outras aminas bio-ativas são importantes para o repasto bem 
sucedido do inseto. 
As proteínas já identificadas na saliva sugerem a possibilidade de uma 
nova estratégia de controle, diante da perspectiva de que sua inibição por 
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anticorpos constitua-se em alternativa de prevenção da transmissão vetorial 
do T. cruzi. Até há pouco tempo, a limitação para essa alternativa estava na 
quantidade diminuta desses componentes farmacologicamente ativos na 
glândula salivar do reduvídeo, certamente insuficiente para uso em larga 
escala. Todavia, a tecnologia doJDNA recombinante pode ser usada para 
resolver o impasse. 
Então a tarefa posta diante de nossa bancada foi definir qual, entre 
tantas moléculas de interesse biotecnoiógico, poderia ser selecionada como 
alvo para o meu trabalho de Tese de Doutorado. Então, a partir de uma 
biblioteca de cDNA da glândula salivar do 7. infestans, foi feito 
imunoscreening de genes codantes de proteínas identificadas por anticorpos 
policlonais específicos. Os clones obtidos a partir dessa biblioteca foram 
selecionados e aqueles confirmados num segundo e terceiro screenings 
foram identificados (Feijó, 2001). 
O objeto desse trabalho de Doutorado foi a identificação, 
sequenciamento, determinação de sua organização genômica e estrutural 
mediante modelagem molecular de um dos genes com expressão exclusiva 
na glândula salivar, e, finalmente, a caracterização das propriedades 
funcionais da proteína recombinante. 
Evidentemente, essa proposta de trabalho parte do pressuposto de 
que o estudo de componente salivar do 7. infestans além de ser útil na 
compreensão da diversidade genética e da filogenia de insetos e de sua 
participação em processos hematológicos associados com a hemaíofagia, 
poderia também ser uma ferramenta de uso na composição de uma possível 
vacina recombinante. Ou seja, o trabalho desenvolvido seria apenas uma 
contribuição à tentativa de produzir insumo importante na avaliação da 
estratégia de prevenção da transmissão do T. cruzi mediante a inibiçâo do 
repasto do inseto hematófago. 
Sendo parte de um trabalho coletivo, multidisciplinar, a pesquisa 
receberá outras contribuições de pesquisadores sobre o mesmo tema, no 
Brasil e no exterior. No conjunto, a estratégia montada para tentar resolver o 
problema da transmissão do 7, cruzi requer envolvimento multi-instiíucional e, 
certamente, são necessários muitos outros projetos similares para que seja 
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possível juntar todos os elementos e, finalmente, testar a hipótese de 




Diante do exposto, o objetivo geral desse trabalho consistiu em 
estudar aspectos da atividade farmacológica de um dos componentes da 
secreção salivar de 7, infestans. Ademais, a partir da disponibilidade da 
proteína recombinante, nosso estudo visou á sua caracterização molecular e 
funcional. 
Objetivos específicos 
1) Sequenciamento de 10 clones oriundos da biblioteca de cDNA da 
glândula salivar do Triatoma infestans. 
2) Caracterização molecular e expressão do gene da Trialisina da 
saliva do Triatoma infestans' 
3) Caracterização funcional da proteína recombinante 
4) Modelagem molecular e identificação do sítio ativo da molécula. 
Ainda que o encaminhamento dado ao projeto que deu origem a esta 
Tese e que resultou na definição de seu interesse biotecnoiógico e na 
celebração de Convênio com Termo de Confidencialidade, não incluímos 
como nosso objetivo a produção de insumos biotecnoiógicos ou, mais 
especificamente, de vacina contra picada de inseto hematófago. Essa tarefa 
compete ao conjunto de pesquisadores do Laboratório Multidisciplinar de 
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Pesquisa em Doença de Chagas e do Instituto Carlos Finlay de Havana, 
mediante análise e experimentação científica que poderá tomar muitos anos 
de trabalho de uma equipe envolvendo mais de uma dezena de 
pesquisadores. 
MATERIAL E MÉTODOS 
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7. MATERIAL E MÉTODOS 
O esquema metodológico geral desse trabalho está resumido a seguir: 
Varredura da biblioteca de cDNA de glândula salivar de T. infestans 
í 
Análise das seqüências gênicas 
i 
Análise de homologia em banco de dados 
i 
Expressão tecido específico 
i 
Organização genômica por southern blot 
—• —r~ 
Produção de anticorpos específicos 
Identificação e imunocitolocalização da proteína nativa 
i 
Expressão e purificação rTrialisina em E. coli 
Caracterização funcional da trialisina recombinante 
i 
Construção da estrutura terciána 
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7.1) Criação dos Triatomíneos 
Os insetos utilizados neste trabalho pertencem à espécie Triatoma 
infestans. Ovos, ninfas de Io ao 5o estágios e adultos foram mantidos no 
Laboratório Multidisciplinar de ^Pesquisa em Doença de Chagas da 
Universidade de Brasília, em frascos de polietileno e sob condições ótimas de 
28 0C, umidade relativa de 70%, fotoperíodo de 12 horas. A alimenteção dos 
insetos foi feita em Gallus domésticus (Silva, 1985). 
7.2) Obtenção da Saliva 
A indução da a salivaçáo foi feita por compressão do tórax do 
triatomíneo adultos de ambos os sexos. A saliva ejetada era colhida com 
micropipetador e estocada a -80 0C . 
7.3) Extração de Tecido de Triatoma infestans 
Os tecidos extraídos foram glândulas salivares, músculo e intestino. As 
glândulas salivares foram extraídas segundo Smith e cols.(1980), onde os 
triatomíneos foram anestesiados por resfriamento e colocados em uma lupa 
sobre uma lâmina em um aumento de 1,5x. Com o auxílio de uma pinça, a 
cabeça do inseto foi torcida num ângulo de 90° e então cuidadosamente 
segmentada do corpo. As glândulas salivares foram visualizadas e coletadas 
imediatamente. Para a extração do intestino e músculo, o inseto foi aberto 
com uma tesoura e os tecidos coletados com o auxílio de um pinça. 
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7.4) Construção da Biblioteca de cDNA 
A partir do RNA menssageiro de glândulas salivares de T. infestans 
uma biblioteca de cDNA foi construída por Feijó, p. 28 (2001), utilizando-se o 
Kit de síntese ZAR-cDNA® (Stratagene) segundo informações do fabricante. 
7.5) Seleção dos Clones 
Os clones utilizados neste trabalho foram selecionados por Feijó, p.31 
(2001), utilizando-se para a varredura anticorpos policlonais contra saliva de 
T. Infestans, produzidos em coelho. A varredura por anticorpos permite a 
identificação de clone de interesse relacionado com o reconhecimento da 
proteína expressa Após 3a, varredura o plasmídeo contendo o gene de 
interesse era excisado do DNA do fago. 
7.6) Northern blot 
76.6.1) Extração de RNA total 
RNA total foi extraído de tecido de glândulas salivares, intestino e 
músculo de triatomínios nas fases de 4o ou 5o estágios submetidos a um 
período de jejum de 15 dias. O material utilizado para esse procedimento foi 
tratado com dietil pirocarbonato (DEPC) numa concentração de 0,1% por um 
período de 12 horas à temperatura ambiente. Para inativar o DEPC o material 
líquido foi autoclavado a 1210C por 15 minutos e o material sólido foi lavado 
por várias vezes com água destilada DEPC tratada e colocada numa estufa 
para secar. 
Os tecidos foram isolados e coletados em um tubo cênico de 1,5ml 
contendo reagente Trizol (Life Technologies®). O RNA foi extraído de acordo 
com o método descrito pelo fabricante. A concentração do RNA foi medida 
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com base na densidade óptica da amostra no comprimento de onda de 
260r|m. 
7.6.2) Análise de RNA por Eletroforese em Gel de Agarose 
Eletroforese de RNA foi realizada em gel de agarose 1%, formaideído 
20% v/v e tampão MOPS (Morphpropane sulfonic acid) pH 7,0 e 0,02M; 
acetato de sódio 8nM e EDTA pH 8,0 e 1mM, esterilizado por filtração em 
Milipore 0,2)im. As amostras contendo 10iig de RNA total de músculo, 
intestino e glândulas salivares foram preparadas em tampão MOPS para uma 
concentração final de 0,5% acrescida de 50% de formamida e 6% de 
formaideído. As amostras foram incubadas por 15 minutos a 650C, resfriadas 
em gelo por 2 minutos e adicionado 0,1v de tampão de amostra (50% 
gticerol; EDTA 1mM pH 8,0, 0,25% azul xileno cianol). A eletroforese 
realizou-se em tampão MOPS. O gel foi pré-corrido por 5 minutos a 5 V/cm e 
a 3-4 V/ cm após aplicação da amostra, 
A visualização do RNA foi feita pela coloração em solução de brometo 
de etídeo 0,5 ng/ml em acetado de amônio 0,1M durante 30-40 minutos e 
descorados em água destilada por um período semelhante. O tamanho do 
RNA foi estimado com base na curva obtida pelo log-io do tamanho dos 
fragmentos de RNA do marcador versus á distância migrada no gel. 
7.6.3) Transferência do RNA para a Membrana de Nyion 
Os RNAs foram separados em gel de agarose com formaideído 
como descrito anteriormente. Os géis foram rinsados com água DEPC 
tratada três vezes por 5 minutos e então incubados em SSC 20X por 15 
minutos e montados em um sistema de transferência por capilaridade. A 
membrana Biodyne -A ® foi umedecida em SSC 2X antes de ser adicionada 
ao sistema. A transferência foi realizada em solução SSC 20X por 12 horas. 
Após a transferência a membrana foi submetida a três pulsos de um minuto 
em luz UV para fixação do RNA e então se procedeu a pré-hibridação e 
hibridação. 
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7.7) Extração de DNA Plasmidiai 
Preparações de pequena e grande escala foram realizadas de acordo 
com a técnica de lise alcalina, descrita por Sambrok e cols. (Vol. 1, 1989, pág 
1.25). O DNA foi mantido a -200C. 
7.8) Extração de DNA Genômico 
A técnica usada foi adaptada de Current Protocol in Molecular Biology, vol 
I, p. 2.2.1, 2000. Em resumo, tecido coletado de músculo, intestino e 
glândulas salivares de 15 triatomíneos foi submetido a várias lavagens em 
tampão TE gelado. O tecido foi ressuspenso em tampão TEN (NaCI 100 mM, 
TrisHcl 10 mM pH 8, EDTA 25 mM pH 8) e homogenizado . Adicionou-se 
300 pi de proteinase-K (20 mg/ml) com 0,5 % de SDS. Após incubação 
durante a noite a 50 0C, foi feita extração orgânica e precipitação com acetato 
de amônio 7,5 M e etanol absoluto. O sedimento foi lavado com vários 
volumes de etanol 70% e ressuspenso em TE. O DNA foi analisado por 
eletroforese em gel de agarose. 
7.9) Análise de DNA por Eletroforese em Gel de Agarose 
Eletroforese de DNA foi realizada em géis de agarose, em 
concentrações de 0,8 a 1,0% preparados com tampão TAE 1X (Tris-HCl 80 
mM pH 8,3; ácido acético 0,1% v/v; EDTA 1mM ) aos quais foi adicionado 
brometo de etídeo na concentração final de 0,5 pg/ml. As amostras foram 
acrescidas de tampão de amostra (na concentração final de 1X) e 
submetidas á eletroforese em tampão TAE IX, aplicando-se voltagem entre 1 
e 5 V/cm entre os eletrodos. 
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7.10) Análise de Restrição de DNA Ptasmídial 
As digestões enzimáticas foram realizadas com enzimas de restrição 
Eco RI, Xho I, Bam Hl, Pvu II, Sma I e Hind III, da GIBCO-BRL ou 
PHARMACIA, e as reações foram feitas segundo orientação do fabricante, 
Para cada |ug de DNA foram utilizadas 2-3 unidades da enzima. O sistema foi 
incubado de 2 a 12 h em banho-maria à 370C e depois separado por 
eleíroforese em gel de agarose. 
7.11) Purificação de Fragmento de DNA 
Os fragmentos de DNA foram submetidos à eletroforese em gel de 
agarose. Esses fragmentos foram excisados do gel e purificados com auxílio 
de protocolo do QIAEX II sugerido por QIAGEM©, CA, segundo 
recomendação do fabricante. 
7.12) Southern Blotde DNA Genômico 
DNA genômico (50pg) digerido com as enzimas Eco Ri, Hind III 
(GIBCO BRL®) e Sac I (PHARMACIA®) foi submetido à eletroforese em gel 
de agarose 0,7%. Após a separação eletroforética o gel foi corado com 
brometo de etídeo a 0,5pg/ ml em tampão TAE 1X por aproximadamente 30 
minutos e descorado com 1mM MgSd, O DNA foi transferido para uma 
membrana de nylon Biodyne A® (GIBCO/BRL) através da técnica de 
transferência neutra segundo Current Protocol in Molecular Biology, Vol I, p. 
2.9.1, 2000. A técnica consiste em utilizar uma solução de depurinação 
(0,25M HCI), desnaturação (NaOH 0,5M, NaCI 1,5M) e neutralização ( 1,5M 
NaCl, TrisHCI) e o gel foi transferido em 20X SSC por 24h . Após a 
transferência o DNA foi fixado na membrana por pulsos de UV e guardado à 
temperatura ambiente até sua utilização. 
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7.13) Sondas Radiomarcadas 
Fragmentos de DNA foram marcados com auxílio do Random Primer 
Labellíng System (GIBCO-BRL), onde há inserção de [a-32?] dATP na 
seqüência da fita de DNA molde-sintetisada pela atividade polimerásica da 
enzima Klenow , e peta presença de iniciadores hexaméricos aleatórios. A 
reação foi realizada segundo informações do fabricante. 
7.14) Purificação de Sondas Radiomarcadas 
As sondas foram purificadas por cromatografia em coluna de 
Sephadex G-50 (SAMBROK e cols., 1989, v. 1, p. 11.20). A incorporação 
radiotatlva foi confirmada através de cintilografia As sondas foram usadas 
dentro do limite de concentração de um a 2x106 cpm/ml de solução de 
hibhdizaçáo e as atividades específicas obtidas foram >108 cpm/pg de DNA. 
7.15) Hibridização 
As membranas foram pré hibridadas durante 6h a 650C em solução 
contendo PEG 800 10%, SSPE 1,5% E SDS 7%, de acordo com a sugestão 
do fabricante Byodine B (GIBCO-BRL). As sondas foram desnaturadas e 
adicionadas a solução. No experimento de Soutehrn blot a hibridização foi 
incubada por 48 h á 600C. No caso do Northern blot a hibridização foi feita à 
420C conforme instruções do fabricante da membrana. 
As lavagens foram realizadas em condições de esíringência 
crescentes, com o objetivo de remover o que se ligou inespecificamente à 
membrana. Duas lavagens com SSC 2X 0,1% SDS, a 650C durante 15 
minutos, seguidas de uma lavagem com SSC 0,1X1 0,1% SDS, à 650C 
durante 15 minutos. As membranas úmidas foram revestidas em filme 
plástico de PVC e exposta a uma película autoradiográfica (KODAK T-MAT) 
durante intervalos de 12h durante uma semana. 
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7.16) Sequénciamento de DNA 
Empregou-se o método descrito por SANGER e co/s.(1977), baseado 
em dideoxinucletídeos terminadores de elongação da cadeia de DNA. Os 
clones obtidos foram sequenciados manualmente utilizando-se o kit "fmol 
DNA Sequencing System" da Promega® segundo instruções do fabricante, 
usando os primers 17 e M13 reverso. Alternativamente, alguns clones foram 
sequenciados de forma automática pela empresa Davis Sequencing. 
7.16.1) Eletroforese do Gel de Seqüénciamento 
O gel foi pré-corrido em tampão TBE a 60 W por 1 hora e após 
a aplicação, as amostras foram submetidas a uma potência de 70 W. Após o 
término da corrida o gel foi retirado com o auxílio de um papel de filtro de 
igual tamanho. A secagem foi feita em um sistema á vácuo, 800C por 40 
minutos, e exposto à uma película autoradiográfica T-MAT-Kodak. 
7.17) Revelação de Filmes Autoradiográficos 
A revelação das películas autoradiográficas foi realizada em câmara 
escura, por imersão do filme em Dektol-76 (Kodak) por 1 minuto. A revelação 
foi interrompida pela imersão em água e fixada em solução fixadora (Kodak) 
por 1 minuto. Em seguida os filmes foram lavados exaustivamente e secos ao 
ar. 
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7.18) Ligação dos Fragmentos de DNA 
As reações de ligação foram realizadas em tampão ligase 5x (GIBCO- 
BRL), e na presença de 200U de T4 ligase (GIBCO-BRL), em um volume 
final de 20 jil. As concentrações de vetor-inserto foram calculadas 
respeitando as relações molares. O sitema foi incubado á 14 0C por 12 h, 
sendo posteriormente usado para transformar células de E. coli competentes. 
7.19) Transformação de Células de E. coli 
A preparação e a transformação de bactérias competentes foi 
executada conforme descrito por Sambrok e cols.(1989) vol. 1 p 1.63. 
Quantidades variáveis de plasmídeo ou sistema de ligação foram 
adicionados a 100 pl de células competentes, sendo incubados por 30 
minutos no gelo sendo e submetidos por um choque térmico de 42 0C por 1 
minuto. Posteriormente a reação foi transferida para o gelo novamente por 5 
minutos. Após esse período foram adicionados 800 pl de meio NZY e a 
cultura foi incubada por 1 hora à 37 0C 
A cultura foi semeada em meio NZY contendo o antibiótico apropriado 
e incubados a 37 0C durante a noite. 
7.20) Análise Computacional da Seqüência Gênica 
As seqüências gênicas obtidas foram analisadas pelo programa DNA 
MAN versão 2.2 (Lynnon Biosoft, Coprygtht©, 1994/1995, New York 
University Medicai Center). Esse programa realizou traduções das 
seqüências, procura de sítios de glicosilação e seqüências consenso de 
poliadenilaçáo. A procura do peptídeo sinal nas seqüências e a prediçáo dos 
sítios de localização da proteína na célula foi feita mediante comparação 
entre seqüências já conhecidas, com ajuda do programa PSORT versão 6.4, 
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7.21) Análise de Homoiogia em Banco de Dados 
Para a busca de homoiogia em banco de dados utilizou-se o programa 
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) que trata de um conjunto de 
programas de busca de similaridades (blastn, blastp, blastx, tblastn e tblastx), 
os quais são capazes de consultar todos os bancos de dados disponíveis de 
seqüências primárias de DNA (GenBank Main, GenBank HTGs, GenBank 
STSs, GenBank Patents, Course DNAe StackDB) e proteína (SwissProt, SP- 
TrEMBL, PDB, Course Protein) (Altschuí e cols., 1997). A ferramenta pode 
introduzir espaços nas seqüências, impedindo a interrupção dos domínios 
das mesmas durante a pesquisa. Os scores apresentados na pesquisa 
BLAST são calculados estatisticamente representando resultados reais, 
distintos da similaridade randômica (backgroungj. O endereço eletrônico 
utilizado para as pequisas de homoiogia foi http: //www.ncbi.nlm.nih.aov. 
7.22) Modelagem Molecular 
A estrutura terciária neste trabalho foi obtida utilizando-se os seguintes 
programas: 
MODELLER é um programa para modelagem de estruturas de 
proteínas por homoiogia ou por "threading". Utiliza e arquivos de entrada: top, 
.ali et ,pdb, (Martin-Reno e cols., 2000) 
TITO (Tool for Incrementai Threading Optimisation) permite a avaliação 
do alinhamento entre uma seqüência e uma estrutura tridimensional. A 
estrutura permite a transferência das coordenadas espaciais dos resíduos de 
aminoácidos para a seqüência de interesse. Calcula-se então, a energia de 
contato intrínseca. Assim quanto menor essa energia melhor é a 
compatibilidade de enovelamento, ou seja, mais confiável a predição do 
modelo. O programa TITO é particularemente útil nos casos onde a 
identidade entre as seqüências é pequena (de 10 á 30%). TITO gera os 
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arquivos de entrada para o programa MODELLER. Bancos de dados e 
programas utilizados pelo TITO foram: ALIPSI, arquivo resultante do PSI- 
BLAST: ALI3DP, arquivo resultante do 3DPSSM ; ALIMGT, arquivo 
resultante do mGenThreader: ALIGBU, arquivo resultante do INGBU (HFR): 
ALIHMM, arquivo resultante do HMMer (SamT99). 
O programa TITO recebeu como entrada os arquivos PDB (exemple: 
Ixva.pdb): alinhamento (exemplo; bioc.msf); e um arquivo inp com as 
instruções de corrida.Ou ainda, foram usados os alinhamentos vindos do 
Clustal W em formato FASTA. O objetivo das buscas é encontrar o modelo 
de estrutura tridimensional que servirá de suporte para a construção do 
modelo. A etapa seguinte permite a validação e otimização do alinhamento 
das seqüências. 
7.22.1) Obtênçâo dos Modelos 
A seqüência de aminoácidos foi submetida ao programa TITO o qual é 
fornecido pelo servidor METASERVER. Após a predição da possível 
estrutura feita pelo programa a construção dos modelos foi, então, iniciada, 
7.22.2) Construção dos Modelos 
Para a produção dos modelos tridimensionais utilizou-se o programa 
MODELLER que utiliza as coordenadas de um molde e transfere para a 
seqüência de interesse. Em seguida foram minimizados os impedimentos 
estéricos em 100 a 1000 passos sujeitos aos critérios conjugate gradient e. 
stepest descent, respectivamente. As áreas de menor identidade foram 
construídas independentemente (regiões em aiças). A construção dos 
Modelos mediante uso de técnicas de bioinformática foi feita por Natália 
Martins, Cenargen/Embrapa , DF. 
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7.22.3) Validação do Modelo 
Os arquivos PDB dos modelos produzidos na etapa acima foram 
submetidos à validação que compara as coordenadas propostas com dados 
físico-químicos de estruturas reais e determina se o modelo é válido ou não. 
Para a validação foram usados os programas PROSA II e PROCHECK. 
Esses programas avaliam a acuracidade da estrutura do modelo obtido. Após 
validação, as seqüências foram submetidas ao Plot de Ramachandran, a fim 
de selecionar a melhor estrutura. 
7.23) Expressão da Proteína Recombinante 
7.24) Em Sistema Bacuiovírus 
7.24.1)Cultivo de Célula de Inseto 
A célula hospedeira utilizada foi da linhagem SF21 {Spodoptera 
frugiperda) que foi mantida em placas de poiiestileno e cultivada em meio TC 
100 (GIBCO BRL-) com 10% v/v de sorofetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 
100 pg/ml de estreptomicina, a 28 0C sem agitação e atmosfera de CO2 a 5%. 
Estas linhagens foram generosamente cedidas pelo Professor Bergmann 
Ribeiro, do Laboratório de Microscopia Eletrônica da UnB. 
7.24.2) Construção do Bacuiovírus Recombinante 
As populações de bacuiovírus recombinantes foram produzidas 
através da combinação de plasmídeo de transferência e vírus selvagem. 
O sistema pFASTBac permite a construção do vírus 
recombinante mediante a transformação da linhagem bacíeriana comercial 
DFUOBac™ (Gibco BRL®). DH10Bac possui o genoma do Autographa 
californica mononucleopoliedrovírus (AcMNPV) modificado de forma a se 
comportar como bacmídeo e carrear o gene para p-galactosidase sobre o 
locus da poliedhna (Luckow e cols., 1993). Sendo assim, colônias contendo 
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populações de baculovírus recombinante puderam ser fenotipicamente 
selecionados pela não conversão do substrato x-gal (colônias brancas), 
enquanto colônias contendo população selvagem continuam capazes de 
converter o substrato (colônias azuis). Transformação e seleção e 
recombinantes foram realizadas conforme instrução do fabricante. 
Já o sistema BacHis (INVITROGEN®) demanda a co-transfecção 
simultânea das células com este vetor de transferência e DNA do vírus 
BacNblue, o qual possui gene para p-galactosidase (lacZ) sobre o lócus polhi 
, de forma que a construção das populações de vírus recombinantes ocorre 
por eventos de recombinação homóloga catalisadas pela própria maquinaria 
da célula de inseto (Wang e cols., 1991). Dessa forma o gene (clone 9) de 
interesse foi liberado pela digestão do vetor pBluescript® SK com Kpn I e Pst 
I, o inserto liberado foi purificado e introduzido no polylinker do plasmídeo de 
transferência pBlueBacHis28 (INVITROGEN®) mediante clonagem da fase 
aberta de leitura completa do gene. O DNA plasmidial foi extraído e co- 
transfectado com o DNA do vírus BacNblue. segundo instruções do 
fabricante. 
Considerou-se que populações de vírus continham recombinantes 
quando placas de células infectadas apresentaram dois fenótipos: a) occ+ 
(oclusion positive) para o vírus selvagem; e, b) azuis, occ (occlusion negative) 
uma vez que o plasmídeo de transferência cede simultaneamente tanto o 
gene de interesse quanto 5iacZ, regenerando o fenótipo azul. 
Normalmente, células e sobrenadante foram coletadas para ensaios 
após 72 horas de infecçâo. O isolamento do DNA e de BVs de células 
infectadas foi executado conforme descritos por O Reily e cols. (1992). 
O gene da pró-forma da trialisina-like também foi submetido a esse 
sistema, liberando-se o fragmento gênico pela digestão do vetor pGEX com 
Bam Hl e Xho i, o inserto liberado foi purificado e introduzido no polylinker do 
plasmídeo de transferência pBlueBacHis2B (INVITROGEN®) mediante 
clonagem da fase aberta de leitura completa do gene. Os demais 
procedimentos foram iguais aos já citados. 
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7.25) Em Sistema Procariótico 
7.25.1) Construção dos Vetores para Expressão em E. coli 
A seqüência gênica do clone 1 foi submetida ao sistema de expressão 
PET (Novagem®) com o plasmídeo PET 17B, Dessa forma o gene de 
interesse foi liberado pela digestão do vetor pBluescript® SK com Bam Hl e 
Xho I (Figura 1a), sendo que o inserto liberado foi purificado e Introduzido no 
polylinker do plasmídeo mediante clonagem da fase aberta de leitura. Já a 
seqüência gênica do clone 30 foi submetida ao sistema de expressão pGEX 
(Pharmacia) com o plasmídeo pGEX5x3. A construção foi feita mediante a 
retirada do peptídeo sinal da seqüência gênica sendo o inserto liberado pela 
digestão do vetor pBlueScript SK com Pvu II e Xho I. 
O inserto liberado foi purificado e introduzido no polylinker do vetor 
entres os sítios de Sma i e Xho l através de uma ligação abrupta na 
extremidade 5' do fragmento gênico, mediante clonagem da fase aberta de 
leitura (Figura 1b). Os sistemas de ligação foram transformados em E.coli da 
linhagem DH5a. Após estabilização desses plamídeos nessa linhagem os 
mesmos foram submetidos á análise de restrição. Também foram utilizados 
alternativamente outros vetores de expressão, como o sistema pMAL® (New 
England Biolabs™ ) com o plasmídeo PMALp, como também o vetor PET 28 
a. As clonagens nesses vetores foram realizadas utilizando-se dois sítios de 
restrição que permitiram a manutenção da fase de leitura dos genes. 
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Figura IA. Construção do vetor para expressão do clone 1 em sistema 
procarióíico. Em A clone 1 em piasmídeo pBluScrpt SK obtido da biblioteca de 
cDNA de glândulas salivares de T. infestans contendo fragmento gênico de 500pb 
em verde que foi excisado mediante a digestão com as enzimas de restrição Bam 
Hl e Xho I encontrados em cada extremo do inserto. Em B) Esquema do 
piasmídeo pET17B/1 contendo o fragmento gênico (verde) de 500 pb clonado 
sobre o polylinker do vetor nos sítios Bam Hl e Xho encontrados em cada 
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Figura 1B. Construção do vetor para expressão do cione 30 em sistema 
procariótico. Em A clone 30 em plasmídeo pBluScrpt SK obtido da biblioteca 
de cDNA de glândulas salivares de T. infestans contendo fragmento gênico de 
800pb em verde que foi excisado mediante a digestão com as enzimas de 
restrição Pvu I após o peptídeo sinal mostrado em azul e Xho I no extremo do 
inserto. Em B) Esquema do plasmídeo de expressão pGEX/30 contendo o 
fragmento gênico (verde) de 800 pb clonado sobre o polylinker do vetor nos 
sítios Sma I e Xho I representados em cada extremo do inserto e a marca de 
seleção para ampicilina. 
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7.25.2) Expressão dos Clones 1 e 30 em E coli 
Ambas construções obtidas conforme descrito na seção anterior foram 
utilizadas para transformar E. coli da linhagem BL 21-DE3 (clone 30) e DE3 
pLys (clonel). Colônias contendo os vetores de expressão foram 
selecionadas em meio LB Agar contendo 100 pg/ml de ampicilina ou também 
foi adicionado 50 .ug/ml de kanamicina no caso do vetor PET28a. No caso da 
cepa BL21pLys foram adicionados 34 pg/ml de cloranfenicol ao meio para a 
manutenção do plasmídeo pLys que codifica uma forma de lisosima, sendo 
por isso descrita como a cepa bacteriana de escolha para expressão 
heteróloga de diversos genes (Studier e cols., 1990 e Grimm & Arbuthnot, 
1995). 
Uma vez que colônias isoladas de cada transformante foram obtidas, 
experimentos de expressão em pequena escala foram realizados. Para tanto 
a expressão das proteínas recombinantes foi verificada inoculando-se o clone 
de interesse em 5 ml de meio de cultura NZY contendo o antibiótico 
adequado e crescido a 37 0C sob agitação de 250 rpm, por aproximadamente 
3 horas até que uma ODeoonM de 0,5 para o clone 1 e 1,2 para o clone 30, 
fosse atingida. Neste momento, alíquotas de 1,0 ml de cada cultura não 
induzida foram recolhidas, centrifugadas a 12.000 x g em microcentrífuga por 
1 min, e cada sedimento ressuspenso em 100 pl de tampão de amostra 1x. 
IPTG (Isopropil-l-tio-galactopiranosideo) foi então adicionado na 
concentração final de 0,4 (clonel) e 1 mM (clone 30), ao restante da cultura, 
sendo o sistema novamente incubado nas mesmas condições e alíquotas 
foram coletadas em diferentes tempos após a indução e analisadas por SDS- 
PAGE. Como controle negativo foi utilizado o plasmídeo vazio (sem inserto) 
sob as memsmas condições. 
Após a verificação da expressão da proteína recombinante foram 
realizados experimentos de expressão em larga escala para o clone 30, onde 
placas de NZY adicionadas de 1,5% de agar contendo o antibiótico adequado 
eram semeadas com a bactéria contendo o clone recombinante e incubadas 
a 37 0C durante a noite . No dia seguinte a placa foi lavada com meio o qual 
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foi inoculado em 100 ml de NZY contendo o antibiótico adequado. O 
crescimento da cultura ocorreu sob agitação a 250 rpm, 37 0C até atingir 
uma ODeoonM de 1,2 sendo então induzida com IPTG e a temperatura 
reduzida para 30 0C a fim de se evitar a formação de corpos de inclusão. 
Após 1 hora, a cultura foi centrifugada à 4.000xg por 10 min à 4 0C e cada 
sedimento foi congelado à -80 0C até a realização dos experimentos de 
purificação. Com relação ao clone 1 um volume 50 ml de cultura foram 
induzidos com 100pg/ml de ampicilina, após atingir uma ODeoonm de 0,5 com 
0,4mM de IPTG. A cultura foi incubada sob agitação por 2 horas a 37 0C e 
centrifugada como descrito anteriormente. O sedimento foi ressuspenso em 
tampão de amostra (1x) e submetido a SDS-PAGE para posterior imunização 
de coelhos. 
7.26) Eletroforese de Proteína em Gel de PolSacrilamida 
Quantidades definidas de proteínas foram submetidas à eletroforese 
sob condições desnaíurantes em géis de poliacrilamida Sodium dodecyl 
sulfate - poliacrilamida gel eletrophoresis (SDS-PAGE), sob condições 
redutoras, conforme método originalmente descrito por Laemmli (1970). 
Foram utilizados os sistemas de eletroforese vertical. Os géis foram 
preparados segundo protocolo descrito em Current Protocols In Molecular 
Biology, Vol 2, pg 10. 2A.4 a 10. 2A.9 (2000), com concentrações de 10, 12 e 
15% no gel separador e 3,9% no gel concentrador. 
Após a eletroforese o perfil das proteínas pode ser visualizado por 
meio de dois protocolos distintos de coloração: a) imersão dos géis em 
Comassie Brilliant Blue R-250, ou b) tratamento dos géis com solução de 
nitrato de prata (AgN03), ambos protocolos descritos no compêndio editado 
por Bollag e cols., (1996). 
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7.27) Imunização de Coelhos e Obtenção de Anticorpos Policlonais 
Anticorpos policlonais contra a proteína recombinante foram 
produzidos em coelhos. Foram selecionados animais do sexo masculino, com 
4-5 meses de idade, que foram imunizados com a banda da proteína (50 pg) 
produzida em PET 17B, excisada do gel SDS-PAGE 14% e homogeneizada 
em OMMINl MIXER 1706 (Sorvall, Inc.). A suspensão de poli-acrilamida 
contendo aquela quantidade de proteína foi injetada por via subcutânea em 
coelhos, em três ocasiões com intervalos de 15 dias. Duas semanas após a 
última imunização, os coelhos tiveram o sangue colhido por punctura 
cardíaca. O soro obtido foi testado por Western blot contra antígenos da 
proteína nativa da saliva e da proteína recombinante. Em experimento 
controle, esses mesmos antígenos foram testados por Western blot contra o 
soro pré-imune obtido dos mesmos animais. 
7.28) Western blot 
Os procedimentos descritos foram realizados conforme descrito no 
compêndio editado por Boilag e cols., (1996). Após a separação por SDS- 
PAGE as proteínas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose em 
sistema semi-seco (Biorad™) durante 1h e 20 min a uma amperagem 
constante de 0,8mA/cm2 de gel em tampão de transferência (íris HCL 
48,4Mm, Glicina 39 mM, SDS 0,037 % e Metanol 20%). Após a transferência, 
as proteínas adsorvidas á membrana foram visualizadas utilizando-se do 
corante Ponceau-S e bloqueadas por tampão PBS contendo 5% leite 
desnatado durante 2 horas a temperatura ambiente ou durante a noite á 40C. 
Soros pré-imune ou imune foram utilizados como fonte de anticorpo 
primário. Os soros foram diluídos em 1; 100 em tampão PBS contendo 2% de 
leite desnatado durante a noite, a 4 0C. Após a lavagem e tampão PBS 
adicionou-se o anticorpo secundário (Anti-lgG coelho conjugado com 
peroxidase - SIGMA) numa diluição de 1:1000, incubado por duas horas a 
temperatura ambiente. Após três lavagens as membranas foram reveladas 
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com solução de 10 mg de diaminobenzidina (DABI-Sigma) dissolvida em 30 
ml de PBS, á qual adicionou-se 1% de peróxido de hidrogênio 30%. A reação 
foi interrompida com a lavagem das membranas em água destilada. 
No experimento de identificação da proteína recombinante de fusão 
produzida em PET17B o anticorpo monoclonal lgG2b T7. Tag® (conjugado 
com fosfatase alcalina-NOVAGEN®) foi utilizado na proporção de 1:1000 em 
PBS 2% por 2 hs. A membrana foi lavada três vezes com PBS 1x e incubada 
com tampão para fosfatase alcalina contendo os substratos (BCIP/NBT). 
7.29) Imunocitoiocalizaçâo 
As glândulas salivares de T.infestans foram extraídas como descrito 
anteriormente sendo os três pares separados. O material foi fixado, em 
paraformaldeído 2% e glutaraideído 0,17%, em tampão de cacodilato de 
sódio 0,1M, pH 7.4, contendo 4% de sacarose, durante a noite. O tecido foi 
desidratado em gradiente de etanol e embebido em parafina. Secções de 0,4 
pm foram cortadas e montadas em lâmina de vidro. A parafina foi então 
removida com xiieno e o tecido rehidratado em gradiente de etanoi em água. 
As lâminas foram lavadas com tampão IBS (150 mM de NaCL, 100 mM de 
íris, pH 7,5) e tratadas com glicina 100 mM em IBS por 10 minutos. Os 
sítios específicos foram bloqueados por 30 minutos á temperatura ambiente, 
com 1% de aibumina sérica bovina e 1% de leite em pó desnatado, diluído 
em IBS. Secções de três pares de glândulas foram incubadas com soro de 
coelho imunizado com a proteína recombinante por uma noite. Como controle 
foi utilizado soro pré-imune do mesmo animal. Após três lavagens em PBS, 
as lâminas foram incubadas com o segundo anticorpo fluoresceínado anti- 
IgG de coelho (Zimed Laboratories Inc, San Francisco, CA). 
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7.30) Purificação da Proteína Recombinante 
A proteína recombinante referente ao clone 30 (rlrialisina-like) foi 
purificada pelo módulo de purificação de proteínas de fusão com a GST 
(Glutationa S-transferase) da Pharmacia Biothech. O sistema consiste de 
uma cromatografia de afinidade à Glutationa Sepharose. O sedimento 
resultante da indução foi ressuspenso em 4 ml de PBS 1x e lisozima na 
concentração final de 1 mg/ml. A suspensão foi incubada por 30 minutos em 
gelo e então foram adicionados de 10 ml de triton 100% numa concentração 
final de 0,2% e 5 fig/ml de DNAse e RNAse. O lisado foi incubado por 10 
minutos à temperatura ambiente e centrifugado a 14.000 x g por 30 min a 4 
0C. 
O sobrenadante contendo a fração solúvel foi utilizado como amostra 
no procedimento de purificação. A matriz foi colocada em um tubo Falcon e 
centrifugada a 500 X g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram 
feitos três procedimentos de lavagem com PBS. A matriz foi equilibrada com 
1 volume da PBS 1x e a amostra foi, então, adicionada. A mistura foi 
incubada sob agitação leve dutante 30 min a temperatura ambiente e, depois, 
centrifugada a 500 x g por 5 min, 
O sobrenadante contendo as proteínas que não se ligaram foi colhido. 
A matriz foi então lavada com 60 volumes da matriz com tampão PBS 1x. As 
proteínas ligadas foram eluídas pela adição de 1 volume de tampão de 
eluição (10 mM de glutationa reduzida. 50 mM de íris HCL, PH 8,0) e 
incubada por 10 min sob agitação leve e, então, centrifugada da mesma 
forma que as anteriores O sobrenadante contendo as três frações contendo a 
proteína recombinante foi obtido e guardado a 4 0C. A proteína nas frações 
eluídas foi separada por SDS-PAGE e corada com coomassie ou identificada 
pelo Western Blot como descrito anteriormente. 
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7.31) Ativação Proteolítica da rTrialisina 
Após a purificação e quantificação da proteína recombinante, a saliva 
foi utilizada para ativar a rTrialisina uma vez que a tripsina bovina não nos 
deu o resultado esperado. A saliva de T. infestans foi colhida e estocada em 
forma de alíquotas a -80oC. Para a ativação da rTrialisina a saliva foi diluída 
e incubada com quantidades variáveis da proteína recombinante. Para 
confirmar se houve clivagem a proteína recombinante com e sem saliva foi 
analisada paralelamente em gel SDS-PAGE e por Western blot utilizando 
como primeiro anticorpo anti-trialisina. Posteriormente foi testada a atividade 
da proteína ativada. A especificidade da clivagem da proteína recombinante 
foi verificada através da incubação da mesma com tripsina bovina (SIGMA). 
Uma solução estoque de tripsina a uma concentração de 10 mg/ml foi diluída 
para 1:100 e 1:1000 . A reação foi realizada incubando-se 200 ng da proteína 
recombinante e 2 pl (1:100 e 1:100) de tripsina, separadamente. Após 
intervalo de 15 e 30 minutos alíquotas foram coletadas e analisadas em gel 
SDS-PAGE. 
7.32) Caracterização Funcional da rTrialisina 
7.32.1) Atividade Microbicída 
Essa atividade foi avaliada sobre os seguintes parasitas: 
7.32.1.1) Trypanossoma cruzi 
A atividade microbicida da proteína recombinante foi testada 
contra o estoque Berenice de T.cruzi. Formas tripomastigotas foram 
cultivadas em meio DMEM (SIGMA) contendo 5% de soro fetai bovino. Para 
o teste utilizou-se 1,0 x 106 formas do parasita que foram incubadas com 20 
pg de rTrialisina purificada e 10 pg de saliva de T.infestans num volume final 
de 500 pl. A mistura foi incubada a 37 0C, e o número de parasitas vivos 
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foram contados em câmara de Newbauer em intervalos de 1/3,1, 2, 3, 4, 6, 9, 
24 e 48 horas de incubação. 
7.32.1.2) Leishmania donovani 
Esse teste foi realizado com formas de Leishmania donovani 
cultivadas em meio DMEM (SIGMA) contendo 10% de soro fetal bovino. Para 
o teste utilizou-se 1,0 x 106 formas do parasita que foram incubadas com 20 
pg da rlhalisina purificada e 10 pg de saliva de T.infestans num volume final 
de 500 pl. A mistura foi incubada a 28 0C, e o número de parasitas vivos 
foram contados em câmara de Newbauer em intervalos de 1/3,1, 2, 4, 5, 9, 
24 e 48 horas. 
7.32.2) Teste em Fibroblastos Murinos da Linhagem L6 
A atividade da proteína recombinante e do soro imune específico 
contra células L6 foi avaliada in vitro. Cinqüenta mil células foram semeadas 
em placas (Lab. Teck tissue siides) de 2 poços e incubadas por 24 horas até 
aderirem completamente à lâmina. Após 2 dias em cultivo as células 
formaram de monocamada e foram infectadas com tripomastigotas de T. 
cruzi-^gal (Buckner e cols., 1999) numa relação de 1:5. Após 96 horas de 
incubação iniciou-se o tratamento. Os experimentos foram divididos em 
grupos: A) controles, não-tratados; B) tratados com rTrialisina recombinantes; 
C) incubados com saliva nativa; D) Incubados com mistura de soro imune + 
rTrialisina; D) Incubados com rTrialisina + soro pre-imune. As doses dos 
reagentes foram administradas com intervalos de 12 horas, 4, 5 e 6 dias pós- 
infecção. No decorrer dos experimentos, foram tomadas alíquotas do 
sobrenadante do meio de cultura para contagem do número de 
tripomastigotas móveis. Os dados referentes ao experimento de tratamento 
estão apresentados no Quadro 1. 
Após a última administração dos reagentes, as culturas de células 
infectadas-tratadas foram lavadas com DMEM e com PBS e, posteriormente 
fixadas em glutaraldeído a 0,2%, durante 5 min. As células parasitadas 
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foram coradas com técnica descrita por Promega s "Protocols and 
Applications Guide" p. 228, 1996, com o substrato X-GAL. Resumidamente, 
as células fixadas com glutaraldeído foram lavadas duas vezes com PBS Ix. 
Em seguida adicionou-se a solução de coloração (PBS 1x, + 1 mg/ml de X- 
GAL + 2 mM de cloreto de magaésio + 5 mM de cianeío de potássio) e a 
reação procedeu durante 2 horas até que todas as células parasitadas 
ficassem azuis. A reação foi interrompida com duas lavagens das células em 
PBS 1X. 
As preparações foram cobertas com lamínulas sobre glicerina 
tamponada e as células azuis foram contadas em cinqüenta campos 
microscópicos usando-se objetiva de 40X e ocular de 10X. 
Quadro 1: Administração de rTrialisina em cultura de células L6 infectadas 
com T. cruzi 
Dia1 Dia2 Dia3 
Grupos Tratamento 
A Controle Nil Nil Nil Nil Nil Nii 
B rTrialisina* 2 MO 5pg iopg 15pg 20pg 20pg 
' 
C Saliva 1,5 pg 2,5pg 5pg i0pg 10pg i0pg 
D Soro imune 20 ^il 20 pi 200 ul 200 pl 200 pi 200 p! 
E rTrialisina + 2 pg + 5pg + 10 pg 15 pg 20 pg 20 pg 
soro imune 20i.il 20pl + + + 200pi 
200pl 200pl 200pl 
F Trialisina + 2 pg + 5 pg + 10 pg 15 pg 20 pg 20 pg 
Soro pré- 20pl 20pl + + + + 
imune 200pl 200pl 200pl 200pl 
• A rTrialisina foi administrada juntamente com saliva nativa na relação 
2;1 (v/v), para sua ativação. 
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7.32.3) Teste Fosfolipase A2 
A atividade fosfolipásica da proteína recombinante foi testada 
utilizando-se o substrato fluorogênico NBD C12 -HPC [2-(12-(7-nitrobenz-2- 
oxa-1,3-diazol-4-yl) amino) dodecanoyl-1-hexadecanoyl-sn-glycero(-3- 
(phosphocoline)] (Molecular Probes) e monitorada com um 
espectrofluorímetro (HITACHI F-2000). Os comprimentos de onda de 
excitação e emissão foram ajustados para 475 nm e 535 nm, 
respectivamente, sendo a absorbância de todas as amostras medida a 
475nm. Para o teste utilizou-se 1pg da rTrialisina purificada ativada sob 
adição de 400 ng de saliva, como controle 400 ng de saliva total e 1 pg de 
rTrialisina não ativada. Como controle positivo 1 pg (1U) de PLA2 de veneno 
de abelha (SIGMA). As reações foram pré-incubados durante 5 min e então 
adicionados em 2 mM Ca2+, 10mM TrisHcl pH 7.4, e 5pM NBD C12- -HPC. As 
reações foram iniciadas com um volume de 50 pl e incubadas por 1 hora, 
então foi acrescida a mistura (750 pl de tampão Tris-Hcl 10mM pH 7,4) e 
procedeu-se a leitura. As amostras foram feitas em triplicata. 
7.32.4) Teste Hemoiítico 
A atividade hemolítica da proteína recombinante foi avaliada mediante 
coleta de amostras de sangue de um mesmo doador sadio do tipo O, fator 
Rh+, coletadas em 1 volume de solução de Alsever (Glicose 30 mM, Citrato 
de Sódio 20mM, Cloreto de Sódio 20mM, pH 6.1). Esse material foi utilizado 
por até duas semanas após a coleta. 
Para a realização do teste uma alíquota de sangue coletado em 
solução Alsever foi lavada com 10 ml de solução salina (Cloreto de Sódio 150 
mM) três vezes a 3000 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 
descartado durante a lavagem. Após a última lavagem as hemácias foram 
ressuspensas em 10 ml de solução salina. 
O teste foi padronizado para uma quantidade de hemácias suficiente 
para uma leitura na densidade óptica de 405 nm (leitor de placas Dynatec MR 
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5000) ficasse no intervalo de 0,5-0,7 para lise total, obtida com o rompimento 
das hemáceas com água pura (Milli Q. Milipore Corporation, USA). 
Na reação de hemólise 20 pg de proteína recombinante purificada, 11 
pg de saliva total de T. infestans, hemácia, e 100mM Tris-Hcl pH 8,150mM 
cloreto de sódio foram incubados por 20 minutos, 1 e 2 horas, como também 
seus controles contendo somente saliva (11 pg), rTrialisina não ativada (20 
pg) e tampão da coluna GST. A cada tempo uma alíquota foi centrifugada e o 
sobrenadante submetido á leitura em 405 nm como descrito anteriormente. 
7.32.5) Teste Bacteriolítico 
A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando-se E.co//'BL21- 
DE3 e o número de colônias formadas após a adição da proteína foi contada. 
Utiiizou-se 20 pg da proteína recombinante ativada com 10 pg de saliva 
foram incubada com 1x106 bactérias para um volume final de 200 pl por 2 
horas e então 5 pl da mistura foram diluídos em 100 pl de meio e 50 pl foram 
plaqueados em meio rico LB agar. As placas foram incubadas a 37° C 
durante a noite e então procedida a contagem das colônias. Como controle 
foram feitos as mesmas reações com o mesmo número de bactérias 
contendo só saliva (10 pg), só tampão de eluiçáo da coluna (mesmo volume 




8.1) Varredura da livraria de cDNA da glândula salivar de T. infestans 
A varredura de uma livraria de cDNA da glândula salivar do 
triatomíneo com anticorpos policlonais produzidos em coelhos foi feita 
conforme procedimento descrito por Feijó (2001). A identificação e seleção 
de clones em três screenings subseqüentes permitiram o isolamento 
daqueles fortemente positivos em vários experimentos. 
8.2) Análises da Seqüências Cênicas 
Os 20 clones selecionados em plasmideo pBluescript, apresentaram 
fragmentos gênicos de tamanhos diferentes, sendo 10 desses clones 
submetidos ao sequenciamento manual e seqüenciamento automático. 
Desses clones seis foram seqüenciados totalmente (clones, 1, 4, 9, 23, 10 e 
30), e quatro o foram parcialmente (2, 6,13 e 12) As seqüências gênicas 
obtidas foram analisadas revelando a presença de cauda poli A e uma fase 
aberta de leitura. O alinhamento dessas seqüências mostrou que esses 
clones encerravam o mesmo gene. Essa conclusão foi confirmada pela 
dedução de uma proteína putativa, cujos aminoácidos são muito parecidos 
como ilustra o alinhamento na Figura 2. 
Então, tomamos a seqüência do clone 30 como representativa desse 
conjunto. Em seguida, usamos essa seqüência para identificar clones 
complementares entre os demais representados na mesma livraria. O 
Southern blot confirmou que a existência de uma gama de clones com 
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seqüências complementares identificados por sinal positivo para a sonda 






























clone 4 ILRKKFCVSLSSPLLESDYYEDADYVGGDGYFEDEGDDGDEERFKIKPGKVFDKFGKWGKSSKQLKKVS 210 
clone 10 ILRKKFCVSLSSPLLESDYYEDADYVGGDGYFEDEGDDGDEERFKIKPGKVFDKFGKWGKVLKQLKKVS 118 
clone 30 GDGYFEDEGDDGDEEFFKIKPGKVFDKVGKWGKVLKQLKKVS 88 
clone 23 GDGYFEDEGDDGDEERFKIKPGKVLDKFGKIVGKVLKQLKKVS 80 
clone 9   0 
clone 1  0 
clone 4 LVAKLAMKKGftALLKKMGVKISPLKCEEK'  
clone 10 LVAKIAMKKGMLLKKMGVKISPLKCEEKlfflHJ 
clone 30 LVAKLAMKKGAALLKKMGVKISPLKCEEKlMH 
clone 23 ÃVAKVAMKKGAALLKKMGVKXSPLKCEEKT^WB 
Clone 9  KMGVKISPLKCEEKllBl 
clone 1 ."'T.7TV77T^^B 
KIPTENSFCX/riHEWK-raXATYiWAGEi: 
KIPTEHSFCLTIpmvTN ÍAr/IWAGEI! 
. F 1PTEN S FCLT X RFKKTOIATV hWAG E T. 
v-KIWRmFCLTIREKKTOJATaW&GB 







clone 4 <FEEKtKl.£Sm>HCVl 
clone 10 GFBÉKLKLGiWFPGft 
clone 30 r<FEEKLKlGÈJMFRCVf 
clone 23 8 FEKKLKLGNB PSCv! 
clone 9 TFBEKLKl/lMMPECvi 











ipwís 350 ÍAIÍKKVRv 258 
rAKKKVPV 1 228 ÍANKKVÍiV ( 220 













Figura 2. Alinhamento entre as seqüências de aminoácidos dos clones 
totalmente seqüênciados obtidos de uma biblioteca de cDNA de saliva de T. 
infestans mostrando a alta similaridade entre eles. 
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12345 678 9 10 11 
ém 
Figura 3: Southern blot com sonda radioativa da seqüência do clone 30 
usada para identificar outros complementares oriundos da livraria de cDNA 
da glândula salivar do triatomíneo, Nas colunas 1, 2, 5-10 encontram sinais 
positivos fortes nas bandas formadas com vários clones em pBluescript 
digeridos com Eco RI e Xho I. Nas colunas 3 e 4 há ausência de bandas 
(controles negativos) com os ptasmideos pGEM e TOPO A coluna 11 é o 
controle positivo, onde a sonda hibridiza com a seqüência do clone 30. 
8.3} Clone30 
A seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 30 possui 877 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura obtida à partir da análise do programa 
DNA MAN de 266 aminoácidos. O programa PSORT versão 6.4 (1999) 
identificou um peptídeo sinal de 25 aminoácidos e uma possível proteína 
madura de 27007 Da. Os resultados mais significativos de localização celular 
foram de 0,556% de probabilidade da proteína ser secretada pela glândula, 
22% de ser de membrana de retículo endoplasmático, 11,1% de ser de 
citoplasma e 11,1% de ser de vacúolo. O programa exclui a possibilidade da 
proteína ter localização nuclear. O programa PROSITE (A Bairoch; P Bucher 
& K Hofmann) localizou cinco sítios de fosforilação a proteína Quinase cAMP, 
cGMP, C, Caseino Quinase, dois sítios de sulfatação, e dois sítios de 









41 D E VRQFIGDGYFEDEGDDGD 
181 GAAGAACGATTTAAGATTAAACCTGGAAAAGTATTTGACAAAGTTGGGAAAGTAGTTGGT 




K V L K Q L K K V S LVAKLAMKKG 
301 GCAGCTCTTCTTAAGAAGATGGGTGTGAAGATCAGCCCATTAAAATGCGAAGAGAAAACA 
101 A LKKMGV ISPLKCEEKT 
361 TGCAAGAGCTGTGTCATATTCAAAATACCTACTGAAAATTCTTTTTGCCTGACTATTAGA 
121
 C K S CVI FKIPTENS FCL T I R 
421 TTTATGAAGACAAATATAGCCACTTATTTGGTCGTTGCTGGAGAGATAAACCGAAAATCT 
141 FMKTNIATYLVVAGEINRK S 
481 AAATTTGAAGAGAAACTCAAATTGGGAAATATGCCCAGATGTGTGAACGTGGAGGGATTT 
161 K F E EKLKLGNMPRCVNVEGF 
541 ATAGGTAAAGTCTGTATGAAGGGCATTGAAGGACATGCAAAATCTAGTTCTGGTCAAGCT 






241 T 8 T, D GDIVKLEDNGEDAATL 
781 GATGTTGATGAAGTTGAAATTGATTAÀAAATTTTATCTAGATAATTGACATTATCAAATA 
261 DVDEVEI D* 
841 ATAAATAAATTCAACCGATAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
Figura 4a. Seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 30. Sítio de 
poliadenilação e cauda poli A aparecem em vermelho. O peptídio sinal foi marcado 
em verde, os sítios de sulfatação em rosa, e os sítios de meristoilação em azul. Em 
amarelo estão os aminoácidos envolvidos no sítio ativo predito na estrutura terciária. 
Em negrito uma região rica em resíduos de lisina Sublinhados simples e duplo 
representam os sítios de fosforilação pela proteína Quinase C e de fosfolilação à 
Caseino Quinase II, respectivamente. Em caixa foi colocado o sítio de fosforilação 
proteína Quinase cAMP-cGMP-dependente. 
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8.3.1)Clone 1 
A seqüência nucteotídica e de aminoácidos do clone 1 possui 476 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura obtida à partir da análise do programa 
DNA MAN 154 aminoácidos. O programa PSORT versão 6.4 (1999) não 
identificou um peptídeo sinal e identificou uma possível proteína madura de 
17230 Da. Os resultados mais significativos de localização celular foram de 
30,4% da proteína ser nuclear, 39,4% de ser de citoplasma, 4,3% de ser de 
vesícula de sistema secretório, 21,7% de ser mitocondrial e 4,3% de ser de 
Golgi. O programa PROSITE (A Bairoch; P Bucherand K Hofmann) localizou 
dois sítios de fosforilação a Quinase C e um a caseíno Quinase II e três sítios 
de merisíoilação (Figura 4b) Ambos os programas não identificaram sítios de 
glicosilação. 
8.3.2) Clone 9 
A seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 9 possui 566 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura obtida à partir da análise do programa 
DNA MAN 181 aminoácidos. O programa PSORT versão 6.4 (1999) não 
identificou um peptídeo sinal e identificou uma possível proteína madura de 
19871 Da. Os resultados mais significativos de localização celular foram de 
52% da proteína ser nuclear, 26,1% de ser de citoplasma, 8,7% de ser de 
vesícula de sistema secretório, 8,7% de ser mitocondrial e 4,3% de ser de 
vacúolo. O programa PROSITE (A Bairoch; P Bucher and K Hofmann) 
localizou dois sítios de fosforilação a Quinase C e um a caseíno Quinase II, 
dois sítios de meristoilação e um sítio ativo de cisteino aideído dehidrogenase 




1 CKSCVIFKIPTENSFCL T I_ 
61 GATTTATGAAGACAAATATAGCCACTTATTTGGTCGTTGCTGGAGAGATAAACCGAAAAT 
20 R FMKTNIATYLVVAGEINRK 
121 CTAAATTTGAAGAGAAACTCAAATTGGGAAATATGCCCAGATGTGTGAACGTGGAGGGAT 











Figura.4b Seqüência nucleoíídica e de aminoácidos do clone 1. Sítio de 
poliadenilação e cauda poli A aparecem em vermelho e os sítios de 
meristoilação em azul. Sublinhados simples e duplo indicam os sítios de 





1 KMGVKIS PLKCEEK T r. K S C V 
61 ATATTCAAAATACCTACTGAAAATTCTTTTTGCCTGACTATTAGATTTATGAAGACAAAT 
21 I FKIPTENSFCL T T R F M K T N 
121 ATAGCCACTTATTTGGTCGTTGCTGGAGAGATAAACCGAAAATCTAAATTTGAAGAGAAA 






101 LGLVAEKFGVGAKLCGI YAN 
361 AAGAAAGTAAGGGTGAAAGTATCACCGCAATTATTTCCAGGAGCCACGAGTCTCATGGTG 
121 KKVRVKVS PQLFPGATS LMV 
421 ATTATTGTCAAATTGGACGACAATGGAGAAGAGTGCAACAACGTTGGATGTTGATGAAGT 
141 I I V K LDDNGEECNNV 




Figura 4c Seqüência nucleotídica e de aminoácidos do cione 9. Sítio de 
poliadenilação e cauda poli A aparece em vermelho e os sítios de sítios de 
meristoilação em azul. Sublinhados simples e duplo representam os sítios de 
fosforilaçáo à proteína Quinase C e de fosfolilação à Caseíno Quinase II, 
respectivamente. Em caixa está o sítio ativo cisteíno dehidrogenase. 
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8.3.3) Clone 23 
A seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 23 possui 847 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura obtida a partir da análise do programa 
DNA MAN 279 aminoácidos. O programa PSORT versão 6.4 (1999) 
identificou um peptídeo sinal de "17 aminoácidos e uma possível proteína 
madura de 28164 Da. Os resultados mais significativos de localização celular 
foram de 33% de probabilidade da proteína ser secretada pela glândula, 
22.2% de ser de membrana de retículo endoplasmático, 22% de ser 
mitocondrial, 11,1% de ser de vacúolo e 11,1% de ser de Golgi. O programa 
exclui a possibilidade da proteína ter localização nuclear. O programa 
PROSITE (A Bairoch; P Bucher and K Hofmann) localizou dois sítios de 
fosforilaçâo a Quinase C, cinco sítios de fosforitaçâo a Caseino Quinase II, 
um sítio de fosforilaçâo a Quinases cAMP e cGMP, dois sítios de 
meristoilação, uma região rica em resíduos de lisina e dois sítios de 
sulfatação a tirosina (Figura 4d). Ambos os programas não identificaram 
sítios de glicosilação. 
8.3.4) Clone 4 
A seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 4 possui 1248 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura 411 aminoácidos, O programa PSORT 
(versão 6.4, 1999) identificou um peptídeo sinal de 19 aminoácidos e uma 
proteína madura de 43571 Da. Os resultados mais significativos de 
localização celular foram de 33% de chance de ser extracelular, 22,2% de ser 
de retículo endoplasmático, 22,2% de ser mitocondrial , 11,1% de ser de 
vacuolo e 11,1 % de ter origem em Golgi. Não foi prevista a possibilidade de 
ser nuclear. O programa PROSITE (A Bairoch; P Bucher e K Hofmann) 
localizou dois sítios de fosforilaçâo a Quinase 0, quatro sítios de fosforilaçâo 
a Caseino Quinase II, um sítio de fosforilaçâo a Quinases cAMP e cGMP, 
três sítios de meristoilação, uma região rica em resíduos de lisina e quatro 




1 K FWLLLLLVAAFQFAH S Y PA 
61 TGCTGAATATGAACTTGATGAAACTACTAACGATGAAGTCAGACAATTTATTGGCGATGG 








101 ISPLKCEEK T C K SCVIFKIP 
361 TACTGAAAATTCTTTTTGCCTGACTATTAGATTTATGAAGACAAATATAGCCACTTATTT 
121 T E N S F C L T T R FMKTNIATYL 
421 GGTCGTTGCTGGAGAGATAAACCGAAAATCTAAATTTGAAGAGAAACTCAAATTGGGAAA 








221 KVSPQLFPGA T S L D G D I V K L 
721 GGACGACAATGGAGAAGATGCAACAACGTTGGATGTTGATGAAGTTGAAATTGATTAAAA 
241 D D N G E D A T T L D VDEVEI D*K 
7 81 ATTTTATCTAGATAATTGACATTATCAAATAATAAATAAATTCAACCGATAAAAAAAAAA 
261 FYLDN*HYQIINKFNR*KKK 
841 AAAAAAA 
281 K K 
Figura 4d. Seqüência nucleotidica e de aminoácidos do clone 23. O possível 
peptídeo sinal e o sítio de poliadeniiação aparecem em verde, a cauda poli A em 
vermelho,o sítio de meristoilaçâo em azul, sítio de sulfatação a tirosina em rosa e 
uma região rica em resíduos de lisina. Em caixa está o sítio de fosforilação proteína 
Quinase cAMP-cGMP-dependente. Sublinhados simples e duplo estão os sítios de 








41 DEADDYL TLGNVIQLT 
181 AT GAGCAAAC T CAAAGACAATTATAAGACAAAT GACAAAAAT GGAACGAACAAAATAGTA 
61 MSKLKDNYKTNDK K I V 
241 GCTATTATTAGGGACAAATACTGTGGTCTACAGGAAGACTTTGAAGATGATTATCAAAGT 
81 AI IRDKYCGLQEDFEDDYQS 
301 GACGAAACACAAGATAAAGTCTATTACGTATACAGACTCCTTCAAACATTTAGGAAATTT 














241 X K. SCVVFKIPTENS FCL T T R 
781 TTTATGAAGACAAATATAGCCACTTATTTGGTCGTTGCTGGTGAGATAAACCGAATATCT 
261 FMKTNIATYLVVAGE I N R I ^ 
841 AAATTTGAAGAGAAACTCAAGTTGGGAAATATGCCCAGATGTGTGAATGCGGGCGGATTT 






341 GVYANKKVRVKI S PQLFPGA 
10 81 AC GAGT GTC GAT G GTGATATT GT CAAATT GGAC GACAAT GGAGAAGAT G CAACAAC G GT G 




401 INKFNQ* * FT*KKKKK 
Figura 4e. Seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 4. Sítio de 
poliadenilaçâo e cauda poli A ilustrados em vermelho. Em azul e em rosa 
aparecem os sítio de meristoilação e de sulfatação a tirosina. Região rica em 
resíduos de lisinas em negrito. Em caixa foi colocado o sítio de fosforilação 
proteína Quinase cAMP-cGMP-dependente. Sublinhados simples duplo e 
triplo indicam os sítios de fosforilação à proteína Quinase C, de fosforilação a 
Caseíno Quinase II e de N-glicosilação, respectivamente. 
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8.3.5) Clone 10 
A seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 10 possui 963 
nucleotídeos e a fase aberta de leitura possui 890 aminoácidos. O programa 
PSORT (versão 6.4, 1999) não identificou um peptídeo sinal e uma possível 
proteína madura de 32778 Da. Os resultados mais significativos de 
localização celular foram de 52% de chance da proteína ser citoplasmática, 
26,1% de ser mitocondrial e 21,7 de ter localização nuclear, O programa 
PROSITE (A Bairoch; P Bucher and K Hofmann) localizou dois sítios de 
fosfohlação a Quinase C, quatro sitios de fosforilação a Caseino Quinase II, 
um sítio de fosforilação a Quinases cAMP e cGMP, três sítios de 
meristoilação, uma região rica em resíduos de lisina e quatro sítios de 










60 S PLLESDYYEDADYVGGDGY 
241 T T GAAGAT GAAGGAGAC GAT G GAGAT GAAGAAC GATT TAAGATTAAAC CT GGAAAAGTAT 
80 FEDEGDDGDEERFKIKPGKV 
301 TTGAGAAATTTGGGAAAGTAGTTGGTAAAGTTCTAAAACAATTAAAGAAAGTTAGTTTGG 




140 SPLKCEEK T C K SCVVFKIPT 
481 AAAATTCTTTTTGCCTGACTATTAGATTTATGAAGACAAATATAGCCACTTATTTGGTCG 
160 E N S F C L T T R FMKTNIATYLV 
541 TTGCTGGTGAGATAAACCGAATATCTAAATTTGAAGAGAAACTCAAGTTGGGAAATATGC 






24 0 KFGVGAKFCGVYANKKVRVK 
781 TATCACCGCAATTATTTCCAGGAGCCACGAGTGTCGATGGTGATATTGTCAAATTGGACG 
260 ISPQLFPGA T S V D G D I V K L D 
841 ACAATGGAGAAGATGCAACAACGGTGGAAGTTGAAGAAGTTGAAATTGATTAAAAATTTT 
280 DNGEDATTVEVEEVEID*KF 
901 ATATAGATAATTGACAT TAT CAAATAATAAATAAATT CAAC CTATAAAAAAAAAAAAAAA 
300 YIDN*HYQI INKFNL*KKKK 
961 AAA 
320 K 
Figura 4f. Seqüência nucleotídica e de aminoácidos do clone 10. Sítio de 
poliadenilação e cauda poli A estão em vermelho. Os sítios de meristoilação e de 
sulfataçâo da tirosina aparecem em azul e rosa, respectivamente. Região rica em 
resíduos de lisina em negrito. Em caixa foi colocado o sítio de fosforilaçâo a proteína 
Quinase cAMP-cGMP-dependente. Sublinhados duplo e triplo mostram os sítios de 
fosforilaçâo à proteína Quinase C, e de fosforilaçâo a Caseino Quinase li, 
respectivamente. 
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8.4) Análise de Homoiogia em Banco de Dados 
Ao longo do trabalho foram feitas inúmeras análises de homologias em 
bancos de dados e os resultados foram sempre negativos. Isso nos dava a 
indicação de que tínhamos um novo gene, cuja seqüência não tinha 
similaridades reconhecidas em outros genes depositados em bancos. Assim, 
não era possível obter informação sobre as características funcionais da (s) 
proteína (s) codificada (s) pelos genes com as estruturas lineares delineadas 
acima. Até que um dia encontramos a informação de que a estrutura primária 
do clone 30 apresentava 97% de similaridade com a proteína madura do 
gene da Trialisina de T. infestans, conforme mostrava a seqüência 
depositada por Sérgio Schenkman e colaboradores, da Escola Paulista de 
Medicina, conforme busca de homoiogia pelo programa BLAST (Amino etal., 
2002), Figura 5. A perplexidade diante da realidade com que nos deparamos 
não nos impediu, todavia, de fazer o alinhamento entre a seqüência do nosso 
clone 30 (Figura 4a) com aquela da pró-trialisina. Essa comparação é 
ilustrada na Figura 6. As diferênça encontrada de 3% provavelmente é devida 
a uma multiplicidade alélica dos insetos utilizados. 
Outra coincidência estonteante foi àquela observada na numeração do 
nosso clone e do clone depositado pelos nossos colegas: ambos receberam 
a designação de clone 30. Se por um lado, a originalidade do nosso trabalho 
tinha ido para o brejo, por outro nós ganhamos o conhecimento de que o belo 
trabalho publicado por nossos colegas no Journal of Biological Chemistry não 
mostrava o produto finai mais relevante, ou seja, a proteína recombinante 
isso nos levou a resolver as dificuldades inerentes a sua expressão e 
possibilitou o uso da recombinante para caracterização de suas propriedades 
funcionais. Nos próximos tópicos são apresentados os dados que mostram 
resultados do nosso trabalho que não aparecem na publicação citada. 
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Análise de homologia 
BLASTP 2.2.3 [Apr-24-2002] 
Database: Ali non-redundant GenBank CDS 
tran slations+PDB+S wissProt+P 1R+PRF 
1,002,979 sequences; 316,863,232 total letter 
Color Key for Rlignnent Scores 
<40 do-^o • ■ ■ wzzm i 
0 50 100 150 200 
r T-^T- 
250 
    
Sequences producing significant alignments: 
18920644|gbIAAL82381.1IAF427 487 1 
18920642|qbIAAL8238 0.1IAF42 7 48 6 1 
(AF427487) trialysin p. 
(AF427486) trialysin [. 
15640292Iref|NP 229919,11 (NC_002505) galactosyl-transfe. 
20502754|gb|AAM22610.1IAF390573 23 (AF390573) WbeW [Vibr. 
1929427|emb|CAA69125.1| (Y07788) ORF20x4 [Vibrio cholerae 
19075559|refI NP 588059.1| (NC_003421) dna-directed rna p. 
12313671|dbjIBAB21076.1! (AP002819) contains ESTs C19522. 




157 92773|refI NP 282596.1| 
189772761ref|NP 578633.1| 
7290201|qb|AAF45664.1| (AE003421) CG14809 gene product [. 
(NC_003317) Hypothetical Membr. 
(NC_003116) putative fatty aci. 
(NC_003112) fatty acid/phospho. 
(NC_002163) putative periplasm. 
(NC_003413) hypothetical prote. 
(NM_102983) NAD+ dependent iso. 
(NC_000961) ATP-dependent heli. 
(AP003216) putative amino acid . 
(NC_003116) putative bifunctio. 
(NC_003112) GTP cyclohydrolase. 
(NC_001318) B. burgdorferi pre. 
15223219|ref|NP 174526.1| 
145 909411ref j NP 143015.1 | 
18677110IdbjIBAB84837.1| 
15794338|ref|NP 284160. 1 | 
15677126|ref|NP 274278.11 
























>qi118920644|qb|AAL82381.1|AF427487 1 (AF427487) trialysin 
precursor [Triatoma infestans] 
Length = 260 
Score = 365 bits (936), Expect = e-100 













GKVLDKFGKIVSKVLKQLKKVSAVAKVAMKKGAALLKKMGVKIS PLKCEENTCKSCVIFK 120 
Query: 127 










Query: 247 KLEDNGEDAATLDVDEVEID 266 
KL+DNGEDA TLDVDEVEID 
Sbjct: 241 KLDDNGEDATTLDVDEVEID 260 
>qi|18920642|gb|AAL82380.1IAF427486 1 (AF427486) trialysin 
[Triatoma infestans] 
Score = 305 bits (781), Expect = 3e-82 
Identities = 154/158 (97%), Positives = 156/158 (98%) 
Query: 109 










Query: 22 9 KVSPQLFPGATSLDGDIVKLEDNGEDAATLDVDEVEID 2 66 
K+SPQLFPGATSLDGDIVKL+DNGEDA TLDVDEVEID 
Sbjct: 168 KISPQLFPGATSLDGDIVKLDDNGEDATTLDVDEVEID 205 
Figura 5. Resultados das homologias encontradas em banco de dados com 
destaque para os depósitos GENBANK # AF427487 e AF427486. 
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66 FGKIVGKVLKQLKKVSAVAKVAMKKGAALLKKMGVKISPLKCEEKTCKSCVIFKX PTENS 






kkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkk k k k 
193 SSSGQANVNFCWGLVAEKFGVGAKLCGIYANKKVRVKVSPQLFPGATSLDGDIVKLEDNG 
24 6 EDATTLDVDEVEID 
k k k kkkkkkkkkk 
253 EDAATLDVDEVEID 
Figura 6 : Alinhamento entre a seqüência de aminoácidos do clone 30 e da 
Trialisina de T. infestans. Em azul seqüência de aminácidos da Trialisina. Em 
verde seqüência de aminácidos do clone 30/LMPDC. A seta sítio de clivagem 
pela protease triapsina de T. infestans. Em vermelho diferenças encontradas 
nas espécies de aminoácidos nas duas seqüências. 
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8.5) Expressão Tecido Específico da Trialisina do T. infestans 
A análise da expressão da proteína nativa foi realizada através do 
experimento de Northern blot onde RNA total de glândula salivar, músculo e 
intestino foram imobilizados em membrana de nitrocelulose. Como sonda 
radiomarcada usou-se o cDNA do clone 30 digerido com as enzimas de 
restrição Eco RI e Xba 1 a fim de se retirar o inserto do vetor sem a cauda poli 
A. O resultado da Figura 7 mostra que a expressão desse gene é tecido 
específica, sendo observado a marcação de duas bandas somente no RNA 
de glândula salivar. As massas relativas das marcações obtidas foram 
estimadas a partir do cálculo da equação da reta piotada com o logarítmo dos 
valores das massas dos marcadores padrão utilizado no gel, versus a 
distância migrada. A equação da reta y= -6,0903Ln(x) + 12,209 e R2= 0,9646 
estimou um transcrito de 1296 pb e 809 pb indicando que o cDNA 
correspondentes ao transcrito estão completos. 








Figura 7. Northern blot do RNA total de tecidos do T. infestans e sonda do cDNA do 
clone 30 . Linha 1, RNA total de músculo; Linha 2, intestino; Linha 3, glândula 
salivar. Na linha 4, marcadores de massa molecular (RNA ladder, Gibco BRL®). A 
seta azul indica a banda referente ao transcrito de 1296 pb e a seta vermelha 
referente ao transcrito de 809 pb. 
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8.6) Organização Genômica da Tríalisina 
O fato de termos vários clones com seqüências com alta similaridade e 
de termos encontrado duas bandas no Northern blot sugeriu-nos a 
necessidade de analisar a organização genômica desse gene. Para isso foi 
feita a digestão de 50 ^g de DNA genòmico de T. infestans utilizando as 
enzimas de restrição Eco RI, Hind III e Sac I (Gibco) separadamente. Os 
fragmentos da digestão do DNA foram imobilizados em uma membrana de 
nylon (Biodyne A). Como sonda, foi usada a mesma seqüência do clone 30 
empregada no Northern blot. Observou-se a marcação de duas bandas com 
as enzimas Eco RI e Hind III e quatro bandas com a enzima Sac I, Essa 
diferença entre as duas primeiras e a terceira enzima é explicada pela 
presença de um sítio interno de clivagem para Sac 1 na seqüência usada 
como sonda (Figura 8). Esse resultado é supostamente devido a presença de 
uma família multigênica ou pelo fato da bilbioteca ter sido construída por uma 
população heterogênica de insetos. 








Figura 8, Trialisina: Organização genômica do clone 30 de cDNA. O DNA total do 
Triatoma infestans digerido com Eco RI (coluna 1), Hind III (coluna 2) e Sac I (coluna 
3), foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7%. As bandas transferidas 
para membrana de nylon hibridizaram com a sonda complementar marcada 
radioativamente. 
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8.7) Expressão da Trialisina em Baculovírus 
Tendo em vista que a expressão de proteína eucarióticas em 
Escherichia coli requer laboriosos procedimentos pós traducionais do produto 
recombinante, optou-se pela utilização de sistemas alternativos de expressão 
heteróloga, a fim de obter-se a proteína recombinante ativa. Nesta 
abordagem, o promotor very late que dirige a expressão da poliedrina é 
utilizado para promover a expressão de proteínas heterólogas (Miller, 1988). 
Portanto, foram preparadas construções baseadas na clonagem da 
fase aberta de leitura completa do clone 9. Esse clone foi escolhido por ter 
sido o primeiro a ser seqüênciado completamente e por apresentar um fase 
aberta de leitura. Dentre as diversas construções produzidas, apenas o 
trabalho realizado com os derivados de pBacNblue'(INVITROGEN) serão 
relatados. A presença do fragmento gênico foi confirmada por PCR, onde 
foram utilizados os iniciadores FOWARD e REVERSE (Invitrogen) 
demonstrando um produto de amplificaçâo compatível ao esperado (dados 
não mostrados). 
Sendo assim, tanto extratos de células infectadas quanto seus 
respectivos sobrenadaníes foram sistematicamente testados para verificar a 
presença da proteína recombinante e não foi possível observar acúmulo de 
um produto diferencialmente expresso em quaisquer dos extratos celulares 
ou sobrenadantes testados (dados não mostrados). Devemos ressaltar que o 
mesmo insucesso se reproduziu quanto aos outros vetores de transferência 
(pFastBac, por exemplo) que foram empregados. 
Os resultados em relação à construção do gene do clone 30 (trialisina) 
ainda estão em andamento, sendo necessário aumentar o título viral, porque 
até o momento nenhuma proteína diferencialmente expressa foi observada. 
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8.8) Expressão Heteróloga do Clone 1 em Sistema Procariótico 
0 método de escolha empregado para expressar um polipeptídeo 
representativo do produto gênico foi o sistema heterólogo procariótico £ coli. 
Uma tentativa de obter a produzir proteína de fusão do clonel foi feita 
mediante utilização do sistema pET de expressão (NOVAGEM). O clone 1, 
como visto na figura 2, corresponde a parte C-terminal do clone 30. O 
plasmídeo de expressão escolhido foi pET17B utilizando-se células de E.coli, 
da linhagem BL21 (DE3) pLys-S. Essa linhagem de célula é competente para 
expressão de proteína tóxicas porque inibe a 17 RNA polimerase até que 
seja adicionado IPTG (Colowickis e cols.,2000). No entanto essa célula 
apresenta baixa eficiência de transformação. Por isso, construímos sistema 
de ligação para transformação de célula DH5a, na qual o plasmídeo 
estabilizado foi posteriormente transformado em BL21(DE3) pLys-S. 
A Figura 9a mestra o resultado da expressão do clone 1, observando- 
se uma proteína diferencialmente expressa em relação ao controle de 
aproximadamente 22 KDa, Esse tamanho é exatamente esperado para a 
proteína de fusão clonel/T7tag, A expressão foi acompanhada por Western 
blot utilizando-se como primeiro anticorpo anti T7-tag (Novagem) como visto 
na Figura 9b, Entretanto, após a indução com IPTG a cultura parou de 
crescer, e a proteína apresentou nível de expressão basal (Figura 9a) 
impossibilitando a obtenção de maior quantidade de proteína recombinante. 
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8.9) Identificação e Imunocítolocalização da Proteína Nativa 
Uma vez obtida a proteína recombinante, relativa a construção do 
clone 1 em PET 17B em Eco//, esta foi utilizada para a imunização de 
coelhos, a fim de gerar anticorpos policlonais contra essa proteína para que 
fosse possível obter mais informações a respeito do tamanho da proteína 
nativa relativa à seqüência gênica. O soro obtido foi utilizado como primeiro 
anticorpo em experimento de Western b/o/, onde os extratos protéicos totais 
de expressão, bem como o conteúdo salivar, foi imobilizado em membrana 
de nitrocelulose. 
O soro identificou proteína cujo tamanho em gel SDS-PAGE foi de 28 
KDa, relativamente compatível com a proteína madura predita pelo programa 
PSORT conforme indicado na figura 10. Além disso, em experimento de 
imunocítolocalização, esse anticorpo identificou a presença da proteína no 
primeiro par de glândulas de T. infestans (Figura 11). 





1 2 3 4 5 6 
Figura 9. Expressão do clonel em pET 17B. A) Gel SDS-PAGE 14%: Linha 1, 
marcador de peso molecular; 2, controle negativo (pET vazio), Linhas 3-5, cinética 
de expressão com adição de IPTG mostrando uma proteína diferencialmente 
expressa indicada pela seta vermelha; Linha 6, cinética de expressão sem adição de 
IPTG, mostrando a expressão basal da proteína de fusão. B) Western blot com 
anticorpo monoclonal anti T7-tag: o anticorpo reconheceu somente a proteína de 

















Figura 10. Western blot para reconhecimento da proteína nativa pelo anticorpo específico. 
Em 1, soro pré-imune (1:200); Na linha 2, soro imune (1:200). A) Saliva total: a seta azul 
indica a proteína nativa B) Extrato bruto da proteína de fusão 1/pET 17B. A seta vermelha 
indica a proteína de fusão. 
Figura 11. Imunocitolocaiização da proteína nativa. As células cilíndricas do primeiro 
par de glândulas do inseto mostram fluorescência verde-maçã positiva pela 
reatividade com o anticorpo produzido contra a Trialisina recombinante. Nos demais 
revestimentos dos demais pares glândulas salivares não houve reatividade. O soro 
pré-imune mostrou ausência de fluorescência em todos os cortes histológicos. 
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8.10) Expressão do Cione 30 em E.coli 
Após a confirmação pelo Western blotóo tamanho da proteína nativa, 
o enfoque do trabalho foi direcionado integralmente para o clone 30. Dessa 
forma o clone foi submetido ao vetor de expressão pGEX 5X-3 (Pharmacia®). 
Os plasmídeos da série pGEX são vetores de expressão de proteína de 
fusão com a Glutationa S-Transferase de Shístossoma japonícum (Smith & 
Johnson, 1988) e possuem o forte promotor Ptac para induzir elevada 
expressão das seqüências clonadas (Amann & Brosius, 1985). 
A construção obtida foi utilizada para transformar E.coli, da linhagem 
BL21 (DE3) e (DE3) pLys-S pela última se tratar de uma célula de escolha 
para expressão de proteína tóxicas ao inibir a T7 RNA polimerase, até que 
seja adicionado IPTG (Colowickis e cols.,2000). Cada combinação vetor 
versus linhagem testada resultou igualmente na baixa expressão de um 
mesmo produto de 55 kDa nas culturas induzidas por IPTG. 
A massa desse produto corresponde à proteína de fusão esperada, 
uma vez que a massa molecular da GST e da porção madura do produto do 
clone 30 são 29 e 27, respectivamente. O mesmo produto está ausente na 
amostra contendo o plasmídeo vazio induzido por IPTG (Figura 12), o qual 
apresenta a expressão da GST. Comparando as linhagens transformadas, os 
níveis de expressão do produto de fusão foram um pouco maiores na 
linhagem BL21 (DE3). 
Na preparação do extrato bacteriano bruto, observou-se que grande 
parte da proteína de fusão ficou retida na forma de um sedimento insolúvel 
(Figura 12a, linha 4), o que sugere iise parcial ou parte da proteína de fusão 
se encontrava desnaturada na forma de corpos de inclusão (Chem e cols., 
1991). A confirmação de que o produto de fusão de 56 KDa consiste na 
proteína de interesse, veio mediante constatação de que a proteína 
recombinante foi reconhecida pelo anticorpo poticlonal produzido, através de 
Western blot, onde nenhuma proteína de massa correspondente foi 
identificada no extrato controle (dados não mostrados). 
Devemos ressaltar também, que apesar da pouca expressão obtida 
esse foi o melhor produto conseguido, tendo em vista os demais testados, 
como é o caso do vetor pMAL-p2(New Enyiand Bioiabs®), que se baseia na 
clonagem de gene de interesse sob o controle do promotor forte tac, 
fusionando-o junto ao gene malE, codificador de um domínio de ligação à 
maltose (MBP) (Amann & Brosius, 1985), Nesse vetor o gene codificador da 
MBP (ma/E) tem sua seqüência N-terminal intacta, codificando um peptídeo 
sinal que direciona o produto para o periplasma bacíeriano. Foram também 
utilizados com insucesso os vetores PET 17B e 28A. 






Figura 12. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 12% de amostras das 
proteínas expressas do clone 30 em pGEX 5X-3 após indução com IPTG Em 
1 extrato total do vetor vazio (PGEX 5X-3); Em 2, extrato total do clone 
30/pGEX5x3; Em 3, fração solúvel {30/pGex5x3); e, em 4, fração insotúve! de 
30/pGex5x3. 
8.11) purificação da Proteína Recombinante 
Após verificarmos que pGEX foi o meihor sistema, a proteína de fusão 
foi purificada em escaia preparativa, através de uma cromaíografia de 
afinidade, em Giutationa Sepharose 4B (Pharmacia). Dessa forma, a proteína 
recombinante foi induzida em iarga escaia com IPTG durante um curto 
intervalo de tempo, a fim de se conseguir a maior quantidade possível da 
proteína na forma solúvel. 
Após a lise da cultura a fração solúvel (sobrenadaníe) foi utilizada 
como amostra no procedimento de purificação (Figura 13a). Cem mililitros de 
uma cultura induzida foram suficientes para a obtenção de aproximadamente 
80 pg de proteína de fusão pura. O procedimento de purificação foi 
acompanhado por Western blot utilizando o anticorpo anti-triaiisina (Figura 
13b), onde um pooi das frações obtidas foi utilizado como antígeno. 












Figura 13. Purificação da Trialisina recombinante do clone 30 mediante 
cromatografia de afinidade à Giutationa. A) Em 1, extrato protéico solúvel de 
células BL 21DE3 transformadas com o clone 30, após 1 hora da expressão 
com IPTG. Em 2, fração não ligada a coluna. Em 3, lavagem da coluna. Em 
4-6, frações eluídas da coluna de afinidade. B) Western blot da proteína 
purificada 
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8.12) Ativação Enzimática da Proteína Recombinante 
Como foi dito anteriormente, o clone 30 apresentou 97% de identidade 
com a proteína triaíisina de T.infestans (Amino e cois., 2002). Os autores 
mostraram que esta proteína é sintetizada na glândula salivar do triatomíneo 
sob a forma de uma pró-proteína que pode ser ativada, ao ser ejetada no 
momento da picada, por um processo de proteólise mediado por uma 
tripsina-like presente na saliva do triatomíneo, Essa enzima foi denominada 
Triapsina, (Amino e cols., 2001). 
No nosso trabalho demonstramos que a proteína recombinante, aqui 
denominada ririalisina, seria uma pró-rtrialisina. Em vista desse achado, 
investigamos o grau de especificidade da tripsina bovina (SIGMA) na 
clivagem da rTrialisina. Ao invés da obtenção de bandas de proteínas com 
massas teoricamente calculada em 22 KDa (proteína ativa) e de 33 KDa 
(pró+ GST), nós obtivemos bandas com massas de 10 kDa e de -27 e 10 








Figura 14. Verificação da especificidade da rTrialisina mediante clivagem com 
Tripsina bovina (SIGMA). Em 1, 100 ng de tripsina bovina com massa de 25 KDa . 
Em 2 e 3, clivagem de 600 ng de rTrialisina com 100 ng de tripsina durante 15 e 30 
minutos. Em 4 e 5, clivagem 600ng de rTrialisina com 10 ng de tripsina por 15 e 30 
minutos. Em 6, 600 ng de rTrialisina: a banda superior corresponde a proteína 
intacta; a inferior corresponde à GST contaminante de plasmídeos recombinantes 
que perderam seu inserto. SDS-Page 12% corado com prata. 
Com base no resultado niostíãtio partiu-se então para ativação da 
proteína de fusão a GST pela triapsina nativa através da adição de saliva de 
T. infestans diluída, a fim de liberar a parte pró+GST da parte ativa da 
proteína recombinante. Observou-se então que após a incubação com a 
saliva a proteína de fusão transformou-se em duas bandas de tamanho 
esperado (Figura 15a). A proteóíise da proteína recombinante foi monitoradas 
através de gei SDS-PAGE e Westem-biot utilizando o anticorpo produzido 
contra rTriaüsina (Figura 15b). 
A) B) 










Figura 15. Perfil eleíroforético da ativação proteoiítica da rTriaüsina (proteína 
de fusão) através da clivagem com triapsina da saüva de T. infestans. A) Em 
1, 2 pg de saüva. Em 2, 2 pg de saliva + 0,5 pg da proteína (rTriaüsina) de 
fusão. Em 3, 0,5 pg de rTriaüsina. B) Western blot pós-ciivagem da rTriaüsina 
com triapsina. Em BI. reconhecimento da proteína nativa pelo anticorpo 
específico. Em 2, reconhecimento de maior quantidade de rTriaüsina pelo 
mesmo anticorpo. Em 3, controle da rTriaüsina pré-clivagem. Gei SDS-PAGE 
12% corado com prata. 
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8.13) Caracterização Funcionai da rTriaiisina 
8.13.1) Atividade Microbícida 
A atividade microbicida da proteína foi avaliada mediante incubação de 
20 pg da proteína de fusão, ativada pela triapsina da saliva de T. Infestans, 
com formas tripomastigotas de T. cruzi. Após a incubação com a rTriaiisina 
os parasitas tiveram a sua mobilidade afetada comparado aos controles não- 
tratados, ou previamente incubados com saliva ou tampão. Em um período 
de 1 hora de incubação com a proteína, houve aproximadamente 85% de 
morte dos parasitas, sendo que em 9 horas de incubação 100% dos parasitas 
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Figura 16, Atividade da rTriaiisina sobre a forma tripomastigota de T. cruzi. 
Em preto, parasitos nâo-tratados. Em verde, parasites tratados com o tampão 
utilizado para eluira rTriaiisina da coluna GST-transferase. Em azul, 10 pg de 
saliva de T. infestans. Em vermelho, 10 pg de saliva de T. infestans e 20 pg 
da proteína recombinante. 
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Além de T.cruzi utilizou-se também neste ensaio o protozoário 
Leishmania donovani. 0 ensaio foi realizado da mesma forma que o anterior, 
sendo utilizado seus devidos controles. Observou-se que após 1 hora de 
incubação com a proteína recombinante os promastigotas começavam a ter 
sua mobilidade afetada até levá-los a morte ou ficarem bem lentos 
comparando com os controles não-tratados, ou incubados com saliva ou 
tampão. O número de parasitas mortos após 1 hora foi de 80% em relação ao 
controle, aumentando gradativamente até atingir 100% de morte com um 
período de 9 horas, como apresentado no gráfico da Figura 17. 
5 60 
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Figura 17. Atividade da rTrialisina sobre L. Donovani. Em roxo, parasites 
não-tratados. Em verde, parasites tratados com tampão utilizado para eluir a 
proteína recombinante da coluna de GST-Transferase. Em azul, 10|ig de 
saliva total de T. infestans . Em vermelho, 10 pg de saliva total de T. infestans 
e 20 pg da proteína recombinante. Os experimentos foram repetidos três 
vezes e as barras representam média e desvio padrão. 
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8.13.2) Atividade, da rTrialisina sobre Células L6 Infectadas por T. 
cruzi 
Esse experimento foi. realizado com o objetivo de verificar se a 
proteína recombinante seria capaz de diminuir o parasitismo de células L6 
infectadas com T.cruzi in vitro. A administração da primeira dose de 
rTrialisina ativada em culturas infectadas resultou na diminuição do 
parasitismo celular, á medida que desapareciam as formas tripomastigotas e 
permaneciam, mais evidentes, as formas amastigotas identificadas ao 
microscópio. Com a segunda dose as células L6 ainda se mantinham intactas 
e muitas formas amastigotas eram visíveis. A partir da quinta dose as células 
se tornaram nitidamente lisadas e os efeitos citotóxicos foram 
progressivamente aumentados pela dose subseqüente. Em resumo, as 
culturas de células tratadas com rTrialisina sofreram iise e esse efeito 
citotóxico se manifestou nas formas intracelulares e extracelulares do T. cruzi 
e, também, nas células hospedeiras murinas 16. 
Os experimentos dos grupos controles, as culturas não-tratadas, 
tratadas apenas com saliva ou com soro imune (todas igualmente 
parasitadas) não apresentaram os efeitos citotóxicos (Figura 18a-18b). Esses 
foram encontrados apenas nas culturas tratadas com rTrialisina mais saliva. 
(Figura 18c-18d. 
A Figura 18c mostra que o número de parasitas no grupo de culturas 
tratadas com a proteína de fusão foi menor que nos demais grupos. No 
experimento teste as formas amastigotas imobilizadas permaneciam 
acumuladas nas células hospedeiras, mas apresentavam com sinais de 
citotoxicidade tais como imobilizaçáo e interrupção da multiplicação. 
Nós avaliamos também o efeito do anticorpo específico na prevenção 
dos efeitos citotóxicos da rTrialisina. Assim, tratamos culturas de células 
parasitadas com rTrialisina+saliva+soro-imune. No curso dos dias verificamos 
que haviam muitas células mortas, mas, diferentemente do que se observou 
no experimento teste, também haviam células vivas, parasitadas (Figura 
18e). Seguramente, havia maior número de parasitas vivos nas células 
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Figura 18. Efeito da rTrialisina sobre células L6 infectadas com T. cruz/ 
transformado com o gene LacZ. A-B) Cultura tratada com saliva de T. infestans e 
com soro imune, respectivamente mostrando muitas células azuis parasitadas, C) 
Cultura tratada com rTrialisina e saliva mostrando notável efeito citotóxico e morte 
celular. D) mesmo de C mostrando a formação de vacúolos nos parasitas. E) Cultura 
tratada com rTrialisina e saliva mais antissoro específico mostrando notável proteção 
contra o efeito citotóxico . F) Cultura tratada com rTrialisina e saliva mais soro não- 
imune mostrando efeito citotóxico similar àquele do experimento C. 
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tratadas com a rTrialisina incubadas com o anticorpo específico do que no 
experimento teste onde o anticorpo não foi usado. A contagem das células 
confirmou a observação qualitativa. Finalmente, o experimento controle 
(rTrialisina+saliva+soro-não-imune) reconfirmou ©experimentoanterior, pois 
a quantidade de células mortas aumentou e se aproximou daquilo descrito 
para o grupo teste (Figura 18f). A observação qualitativa e quantitativa do 
efeito da rTrialisina e da inibição pelo anticorpo específico foi facilitado pela 
presença de células azuis, em virtude da infecção das culturas ter sido feita 
com T. cruzi-LacZ com posterior reação com X-Gal. 
A contagem de tripomastigotas móveis (emergentes) no sobrenadante 
do meio de cultura desses experimentos gerou a informação apresentada na 
Figura 19. Observamos que nos grupos controles houve aumento crescente 
do número de parasitas no decorrer do tratamento, enquanto que nos grupos 
testes (tratados com rTrialisina e Triapsina) não houve aumento continuado 
do número de parasitas. Devemos ressaltar também que só nos 













Figura 19: Avaliação do efeito da rTrialisina e soro imune sobre o número de 
tripomastigotas móveis de células L6 infectadas com T. cruzi. Em preto, células não- 
tratadas. Em verde, tratadas com soro imune. Em azul, tratadas com saliva total de 
T. infestans . Em vermelho, tratadas com rTrialisina + saliva + soro imune. Em azul 
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A viabilidade e a quantidade de células parasitadas foi avaliada. 
Conforme indicado na Figura 20, as células tratadas com rTrialisina + saliva 
(A) apresentaram um número muito pequeno de células vivas ao contrário 
das tratadas com somente saliva (B), cujo número de células parasitadas 
vivas foi muito maior. Nas tratadas com rTrialisina e saliva mais soro pré- 
imune (C) observamos poucas células vivas, entretanto um pouco superior as 
do primeiro grupo (A). Já nas células tratadas com rTrialisina e saliva mais 
soro imune (D) o número de células vivas foi inferior ao controle, porém, bem 













Figura 20; Avaliação do efeito do tratamento com rTrialisina e o soro imune 
em células L6 infectadas com T. cruzi p-gal. A) rTrialisina + saliva T. 
infesttans. B) saliva de T. infestans. C) rTrialisina + saliva T. infestans + soro 
não-imune. D) rTrialisina + saliva T. infesttans + de soro imune. 
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8.13.3) Atividade Fosfolipásíca A2 
Devido às características da proteína nativa ter atividade 
hemolítica essa foi submetida a substratos fluorogênicos NBD C12 -HPC [2- 
(12-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino para fosfolipase A2. A rTrialisina 
ativada por saliva mostrou uma atividade maior em relação ao seus controles 
(rTrialisina nâo-ativada e saliva) e um pouco menor em relação ao controle 
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Figura 21. Atividade específica da proteína recombinante purificada sobre o 
substrato fluorogênico específico para Fosfolipase A2 medida a 435 nm. A) 
em cinza, 1 pg de rTrialisina purificada não ativada. B) 400 ng de saliva total 
de T. infestans em azul C) 1 pg de rTrialisina ativada com 400 ng de saliva 
total em vermelho. D) 1 pg de PLA2 de veneno de abelha usada como 
controle positivo em verde. 
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8.13.4) Atividade Bacteriolítica da rTrialisina 
A atividade sobre bactérias da proteína recombinante foi testada em E. 
coli BÍ21DE3 e o número de colônias formadas após a incubação com a 
proteína recombinante e seus controles foi avaliada. Após a incubação de £. 
coli com rTrialisina, o crescimento de colônias nas placas que continham a 
proteína recombinante foi 60 vezes menor, quando comparado com a placa 
que continha somente saliva; 80 vezes menor em relação ao tampão; e, 90 











Figura 22 Atividade antibacteriana da rTrialisina. O grupo controle foi 
representado por células nâo-tratadas. O segundo controle consistiu de 
células tradadas com tampão utilizado na eiuiçâo da proteína recombinante 
em GST-Transferase. O terceiro controle foi formado por células tratadas 
com 10 pg de saliva de T. infestans. Por último o experimento teste teve 
células tratadas com 10 )4g de saliva de T. infestans mais 20 pg de rTrialisina. 
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8.13.5) Atividade hemolítica 
O teste de hemólise realizado não apresentou os resultados 
esperados, pois o experimento controle, (saliva) mesmo grau de hemólise do 
que o experimento teste (rTrialisina + saliva). Esse resultado talvez seja 
porque utilizamos somente hemácias humanas para o teste sendo talvez 
nescessário testarmos com hemácias de outros vertebrados 
8.14) Estrutura Terciária da Trialísina 
A seqüência de aminoácidos da rTrialisina inteira (pró-proteina) sem o 
peptídeo sinal foi submetida aos programas TITO E MODELLER para 
determinação e construção da estrutura terciária da proteína. O programa 
TITO apresentou três possíveis modelos. O primeiro deles denominou-se 
1cza e utilizou como molde uma hexoquinase humana (Aleshin e cols,, 
2000). (Figura 23a). O outro designado de 1bdg (Figura 23b) teve como 
molde uma hexoquinase de Schistosoma Mansoni (Mulichak e cols., 1998). 
Finalmente, o terceiro recebeu a indicação de 1 dmg (Figura 23c) e teve 
como molde uma proteína ribossomal 14 (Worbs e cols., 2000). 
Figura 23. A) Modelo 1cza proposto para a estrutura terciária da 
rTrialisina Em B) aparece o modelo 1 bdg, e em C) o modelo 1 dmg que 
também foi proposto como representação teórica da estrutura da rTrialisina. 
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Com base nos três modelos propostos nas Figura 23 A-C, o Plot de 
Ramachandram (Figura 24), sugeriu o 1 dmg como melhor representação da 
possível estrutura da rTrialisina devido às características de seu 
empacotamento, maior porcentagem de hélices na estrutura e menor 
númerode quebras em relação as demais estruturas. Dessa forma proseguiu- 
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Figura 24. Determinação da melhor estrutura pelo Plot de Ramachandram 
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A análise do modelo 1 dmg revela que a porção C-terminal não possui 
homologia com nenhuma estrutura conhecida. Assim, essa parte da 
seqüência não foi modelada. A estrutura da rTrialisina mostra uma 
organização giobular pela superfície de Conolly representado na Figura 25a. 
A estrutura apresenta a formação de cinco a-hélices, sendo que o N-terminal 
começa nas cadeias p, formando uma p antiparalela que, quando clivada, 
libera a parte pró (Figura 25b). 
A análise da estrutura possibilitou predizer um possível sítio ativo entre 
Fj2 e Gieg pelo programa Insiaht II bindina Site (MSI coorporation) que 
compara estruturas do PDB com outras já conhecidas, considerando-se as 
inflexões e organização das cadeias laterais (Figura 25b). Os aminoácidos 
F72 e Gi89 envolvidos no sítio ativo são representados na Figura 25c e Figura 
4a. Alguns desses resíduos possuem características hidrofóbicas, sendo que 
os resíduos Ala e Leu são interligados por uma ponte de hidrogênio com 
acentuada hidrofobicidade. 
Entre F72 e G-isg o programa ScanProsite identificou uma região rica 
em resíduos de lisina, um sítio de fosfohiaçâo cAMP e cGMP dependentes de 
Cinase; nas regiões 220, 360 e 420 foram encontrados dois sítios de 
fosforilação a Proteína Cinase C e um sítio de fosfohiaçâo à Caseíno Cinase 
II (Figura 4a). Esta região também foi submetida ao programa BLOCKS 
versão 5/21/00.1 (www.blocks.fhrc.org), mas não se identificou similaridade 
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Figura 25. A) Superfície de Conolly na estrutura terciária da proteína rTrialisina. 
Átomos de carbono (verde), oxigênio (vermelho), hidrogênio (branco), nitrogênio 
(azul) e enxofre (amarelo) estão ilustrados na figura.B) Estrutura terciária com o sítio 
ativo da proteína rTrialisina. C) Estrutura terciária da rTrialisina mostrando os 
aminoácidos envolvidos no sítio ativo e presença de uma ponte de hidrogênio entre 




9.1. Análise das Seqüências Cênicas 
As seqüências gênicas obtidas com as metodologias empregadas 
neste trabalho apresentaram um certo grau de similaridade. Todavia, a 
diversidade de seqüências encontrada nos múltiplos clones analisados a 
partir de uma livraria de cDNA e as informações obtidas pela análise das 
seqüências gênicas mediante Southern blot (Figura 8) e Northern blot podem 
ser explicadas de duas formas: a) uso de uma população do inseto na 
construção da biblioteca com grande diversidade de alelos; b) encontro de 
cDNAs representativo de uma família multigênica. 
Em conformidade com o exposto, este trabalho avaliou 10 seqüências 
dentre os 20 clones selecionados pelo anticorpo. Seis desses foram 
totalmente e mais quatro foram parcialmente seqüenciados. Os resultados 
obtidos sugerem que a seqüência completa do cione 30 enfeixa toda a 
estrutura do gene funcional. Os demais clones não encerram todas as 
regiões e fases de um transcrito completo. Nesse contexto, as seqüências 
incompletas ou defeituosas se constituíram em pseudogenes não 
processados ou expressos, Esses representariam cópias resultantes de 
mutação deletéria que perderam a função original, mas que continuam a 
serem expressos em nível de RNA, Parte dessas cópias gênicas são 
truncadas, faltando-lhes a terminação 5' codificaníe da porção amino-terminal 
(Stracham & Read, 2002). 
Famílias gênicas freqüentemente têm origem na formação de 
pseudogenes representados por cópia não-funcional de parte ou de todo 
gene. Eles têm origem ainda, em genes truncados ou em fragmentos gênicos 
que representam cópias não funcionais de um segmento de gene. (Stracham 
& Read, 2002). No caso específico dos clones 9 e 1 a possibilidade de cópia 
não funcional não está afastada. 
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Caracteristicamente, famílias com representação multigênica possuem 
alto nível de similaridade de cDNAs nos genomas de indivíduos da mesma 
população. Quando dois cDNAs de uma família multigênica exibem um alto 
grau de similaridade em suas seqüências, sugere-se que tenham uma origem 
evolutiva comum recente (Stracham & Read, 2002). Entretanto, a extensão 
do compartilhamento da seqüência pode variar de forma que alguns desses 
genes podem ser não funcionais. No que concerne genes da glândula salivar 
do T. infestans verificamos pequenas diferenças em suas seqüências, como 
aquelas encontradas nos clones 10 e 4. Essa observação não se aplica aos 
os clones 9 e 1 que tiveram apenas a parte C-terminal seqüenciada, 
possivelmente porque são cópias truncadas ou pseudogenes. 
Analisando as seqüências gênicas da parte ativa da proteína 
codificada pelo clone 30/LMPDC e os demais clones analisados observamos 
algumas diferenças conservadas entre os aminoácidos; F9I, clone 23; \/12F, 
clones, 23, 4, 10; VL18/19SS, clone 4, V32I, clone 23; V15I, clone23; I63V, 
clones 10 e 4; I96K, clones 4 e 10; VE114/115AG, clones 4 e 10; 11181, 
clones 4 e 10; M123L,clones 23, 4 e 9; M81L, clone 9; V82G, clone 1; 
W142L, clones 23, 4 e 10; V32I, cione 1; W101G, clone 9; L144V, clones 4 e 
10; L155F, clones 4 e 10; I158V, clones 4 e 10; V168I, clones 4 e 10; V122I, 
clone 1, L180V, clones 4 e 10; A196T, clones 23, 4,10; LD196/197VE, 
clones 4 e 10, Para o clone 1 do resíduo de aminoácido 116 até o último 125, 
a seqüência é completamente diferente do que os demais clones(figura 2). O 
cione 9, da mesma forma que o clone 1, também do aminoácido145 até o 
último 147 possui uma seqüência não similar aos demais clones (Figura 2). 
No alinhamento feito entre o clone 30/LMPDC e o gene da triaiisina nativa 
também encontramos algumas dessas variações, como: F9I, V12F, V32I, 
V32I, V1681, A196T. 
Os motivos conservados encontrados no clone 30/LMPDC são os 
mesmos encontrados para o gene da triaiisina nativa. O gene da triaiisina 
nativa apresenta dois sítios de sulfataçáo, um sítio de fosforilação a quinase 
cAMP e cGMP dependente, dois sítios de fosforilação a Quinase C, cinco 
sítios de fosforilação a Caseíno Quinase 11, dois sítios de meristoilação e uma 
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região rica em resíduos de Lisina. Com relação ao demais clones esses 
mesmos motivos são encontrados em quase todos como visto na análise das 
seqüências gênicas. 
Os sítios de fosforilaçào a proteínas Quinase C, cAMP-cGMAP e 
caseino Quinase presentes na seqüência de todos os clone, geralmene são 
indicativos de proteínas que participam da via de transdução de sinal e 
cascata de fosforilação. As proteínas Quinase C são uma família heterogênia 
de quinases dependentes de fosfolipídios (Buckland & Wilton, 2000). 
Sítios de fosforilação da proteína Quinase cAMP- e cGMP cGMP 
Quinase estão presentes em proteínas formadoras de poros e são 
reconhecidos ativadores de canais de voltagem dependente e sensíveis à 
Ca2+-K+ (Alioua e cols., 1998). A Quinase cAMP representa uma família de 
quinases ativadas pela ligação de Ca 2+ /CaM. Em 1991, Piomelli & 
Greengard, 1991) mostraram que cAMP e a proteína caseína Quinase II 
potencializan a atividade da Fosfolipase A2de cerebro de rato. 
Com relação ao sítio de meristoilação, sabe-se que proteínas que 
contém esse motivo são freqüêntemente associadas à membrana celular, 
mas nem sempre. O fenômeno de meristoilação é muito complexo, sendo 
que nem toda proteína meristoiiada necessariamente se associa a 
membrana Em 2000, Martin & Busconi verificaram que sitios de 
merisíoiiaçáo são necessários para a associação de proteínas Quinases 
dependentes de cálcio à membrana. Outra função também avaliada foi à 
indução de um processo citotóxico (Boutin, 1997), como também o transporte 
através da membrana para o retículo endopiasmático, como no caso do vírus 
da hepatite B. 
Os sítios de sulfatação de tirosina encontrado nos clones 4, 10, 23 e 
30, são modificações pós traducionais, que permitem secreção das proteínas 
sulfatadas em tirosinas. A sulfatação da tirosina ocorre no complexo trans do 
Golgi, sendo o último processamento realizado antes da saída do complexo 
de Golgi, provoca alterações estruturais nas proteína secretadas (Huttner, 
1988). Para a trialisina essa característica vem ajudar na translocaçâo da 
proteína, uma vez que esse motivo é encontrado na região pró da trialisina, 
não exencendo nenhum papel na atividade da mesma. 
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Apesar desses sítios estarem representados para maior ou menor 
nessas seqüências, sugere-se que isso seja devido as diferenças 
encontradas entre os aminoácidos, como já citado, e também ao tamanho 
das seqüências gênicas. Vale ressaltar que essas diferenças não seriam 
importantes para a função dessa proteína. 
Com base nos relatos ainda não podemos dizer que esses sítios de 
fosforilaçâo têm a função de auxiliar a ligação da proteína com a camada 
iipídica da membrana promovendo a formação de poros ou ação 
fosfolipásica, mas sim que fazem parte da cascata de fosforilaçâo ajudando 
na translocaçâo e regulação da proteína sintetizada em uma forma inativa, a 
fim de proteger as glândulas salivares do inseto contra danos causados pela 
proteína (Amino e cols. 2002). 
A região rica em resíduos de lisina predita nos clones 23, 10, 4 e 30 
estão presentes na região N-terminal codante da proteína ativa rTrialisina, 
dando uma característica estrutural catiônica antipática em a-hélice, 
encontrada em muitos peptídeos líticos (Zasloff, 1987; Steinere cols., 1981 e 
Okada, 1985). Essa região também está presente no gene da trialisina 
descrito por Amino e cols, (2002) 
Com relação aos clones 1 e 9, esses fragmentos gênicos não 
apresentam essa região rica em resíduos de lisina por não apresentarem a 
porção N-terminal da proteína. Entretanto o clone 9 apresenta um sítio ativo 
de aldeído deidrogenase que pertence a uma família de enzimas que oxidam 
uma grande variedade de aldeídos aromáticos e alifáticos, entretanto ainda 
não se sabe a função biológicas dessas enzimas (Vaziliou e cols,, 2000). 
9.2. Expressão e Purificação da Proteína Recombinante 
A capacidade de expressão e purificação de grande quantidade de 
proteínas em bactérias tem um grande impacto em muitos aspectos 
biológicos. Atualmente diversos sistemas de expressão estão disponíveis 
permitindo a expressão de proteínas de fusão com peptídeos "tag" com 
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afinidade permitindo uma simples purificação. Esses peptídeos podem ser 
removidos por proteases específicas, as quais reconhecem sítios declivagem 
construídos entre o "tag" de afinidade e a proteína de interesse. A presença 
do "tag" que conferem epítopos de anticorpos específicos proporciona uma 
excelente ferramenta para identificação de proteínas recombinantes. 
Dessa forma, em adição ao estudo molecular, este trabalho também 
descreve a tentativa de produção de uma forma recombinante da trialisina 
cataliticamente ativa. Os experimentos de expressão foram iniciados sem 
saber ao certo qual seria o melhor clone a ser expresso, devido a inexistência 
de similaridade com seqüência conhecida e a presença de duas bandas no 
experimento de Northern blot. 
A primeira seqüência gênica utilizada neste estudo foi o clone 9, o qual 
possui aproximadamente 600 pb e começa com um códon de iniciação. Esse 
clone foi submetido ao sistema de expressão em células de inseto, que provê 
um ambiente eucariótico de expressão, conduzindo correto desdobramentos, 
formação de pontes dissuifeto, oligomerização e outra possíveis modificações 
pós traducionais tais como, clivagem de peptídeo sinal, clivagem proteolítica, 
N-glicosilações, O-glicosilações, fosforilações, carboximetilações, dentre 
outras requeridas para a atividade de algumas proteínas. Entretanto, 
tentativas de expressão foram frustradas por não ter sido possível detectar, 
sob quaisquer condições testadas, um produto compatível com a proteína 
codificada. A literatura científica não è rica na descrição de insucessos, 
sendo, portanto, difícil avaliar a freqüência com a qual fenômenos 
semelhantes acontecem. 
Diante das construções confirmadas transcricionalmente ativas, nós 
achamos que as razões que poderiam justificar a ausência do produto 
recombinante são escassas. Uma explicação poderia ser a existência de 
diversas seqüências TAAG na fase aberta de leitura do gene da trialisina. 
Tais seqüências formam o núcleo funcional dos promotores "very late", sendo 
motivos relativamente raros no genoma do AcMNPV (O Reilly e cols,, 1992). 
A existência dessas seqüências no sentido senso de um gene 
heterólogo poderia promover transcrição por iniciação interna, formando 
transcritos truncados. Por outro lado, a ocorrência de seqüências como esta 
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na fita complementar ao sentido senso de gene poderia ocasionar a produção 
de transcritos anti-senso, os quais poderia interferir com a tradução do gene 
de interesse pela formação de RNA dupiex com o transcrito primário. A 
literatura descreve apenas um trabalho onde a expressão de um gene em 
baculovírus foi prejudicada peta produção de rRNA anti-senso iniciada em 
sua região 5 UTR (Ooi & Mitler, 1991). A seqüência gênica do clone 9 
apresenta a ocorrência desse tetranucleotídeo uma vez no sentido anti-senso 
de sua ORF. 
Entretanto, outra possibilidade pode ser devido à toxicidade da 
proteína recombinante impossibilitando a expressão da proteína. Sendo 
assim, tais achados poderiam justificar a inadequação do sistema baculovírus 
na expressão da seqüência gênica dos clones 9 e 30. 
Os insucessos descritos acima sugeriram necessidade de utilização de 
outro sistema de expressão de proteínas heterólogas. O sistema escolhido foi 
o procariótico utilizando como célula hospedeira E. coli. Esse sistema tem 
como característica reconhecer as proteínas heterólogas como alvos de 
proteólise. Para amenizar esse problema, nós utilizamos linhagem de E. coli 
lon deficiente de um ou mais gene codificador de enzima proteolítica. Dessa 
forma a linhagem escolhida como célula hospedeira foi a BL21. 
Outra preocupação em relação à proteólise em bactérias é a 
dificuldade de estabelecer quais mutações são suficientes para estabilizar um 
certo polipeptídeo. Portanto, a utilização de vetores que dirigem a síntese da 
proteína recombinante como forma de fusão é necessário. As fusões gênicas 
onde o gene de interesse é inserido na extremidade 3 do gene lacZ, têm sido 
amplamente utilizadas. Atualmente inúmeros vetores de expressão de 
proteína de fusão vinculados a sistemas comerciais de purificação são 
utilizados. A fusão com gene de E. coli gera vetor estável amplamente 
utilizado, pois a iniciação da transcrição e tradução passa a ser dirigida por 
seqüências de E. coli habitualmente mais fáceis de serem identificadas em 
SDS-PAGE. 
Sendo assim em um primeiro momento o clone 1 foi submetido ao 
sistema de expressão pET utilizando o plasmídeo de expressão pET17B. 
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Esse vetor contém uma seqüência adjacente ao sítio de clonagem, que 
codifica peptídeo T7-Tag facilitador do processo de detecção e purificação. 
O objetivo principal da produção desse peptídeo recombinante foi á 
produção de anticorpos. Entretanto a proteína tinha níveis de expressão 
basal indicando que o promotor não foi suficientemente forte. Os primeiros 
sinais de citotoxidade foram detectados quando, após a indução com IPTG a 
cultura parou de crescer. Mesmo assim após adequarmos a indução para 
uma condição ótima de expressão a quantidade produzida foi pequena, mas 
não impossibilitou que coelhos fossem imunizados com a proteína. O 
anticorpo específico produzido através de uma proteína desnaturada nos 
permitiu identificar a proteína na sua forma nativa, em experimento de 
imunocitolocalização. 
Apesar da toxicidade da proteína a literatura apresenta trabalhos com 
expressão de toxinas e proteínas formadoras de poros ativas obtidas em E. 
coli (Li e cols., 2001 e Koshiba e cols., 1999). Com base nestes relatos o 
clone 30 foi submetido ao plasmídeo da série pGEX, que produz proteína de 
fusão com a Glutationa S~Transferase de Schistossoma japonicum (Smith & 
Johnson, 1988). A seqüência submetida ao vetor refere-se a pró-proteína 
segundo Amino e cols, (2002). As proteínas de fusão a GST são facilmente 
purificadas em coluna de afinidade em matriz ligada a Glutationa. 
As vantagens apresentadas por esse sistema são a não interferência 
com reações específias do anticorpo com a proteína de interesse, o que é 
particularmente importante para proteínas obtidas com objetivos 
imunoiógicos. Mesmo utilizando a forma inativa da proteína às inúmeras 
tentativas de se produzir grandes quantidades de proteínas não foram bem 
sucedidas, talvez por possíveis fatores como citotoxidade e ataque de 
proteases citoplasmáticas. Clivando a proteína, transformando-a na sua 
forma ativa, gera a atividade principal de formar poros. Essa etapa resulta na 
interrupção do crescimento da cultura e lise bacteriana após a indução com 
IPTG. 
Apesar de produzir pouca quantidade da proteína, a maior parte dela 
estava sob forma de partículas insolúveis, chamadas "corpos de inclusão". 
Essa característica do produto recombinante pode desempenhar papel 
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importante no contexto de degradação proteolítica. A produção dssa forma 
insolúvel tem a finalidade de proteger o produto das proteases 
citoplasmáticas. 
Nesse trabalho tentamos diminuir a formação de corpos de inclusão 
utilizando várias estratégias. Uma das alternativas mais comumente 
utilizadas foi à redução da temperatura que visa minimizar o efeito 
hidrofóbico, principal fator na formação do produto insolúvel (Mitraki, e cols., 
1991). 
A recuperação do produto recombinante a partir de corpos de inclusão 
apresenta a grande desvantagem da necessidade de um re-enovelamento in 
vitro do polipeptídeo. Esse processo é pouco definido teoricamente e 
depende de protocolos que funcionam apenas para um certo número de 
proteínas. Inúmeros protocolos de re-enovelamento são detalhados em 
Marslon (1987). Diante do exposto, decidiu-se utilizar só a parte solúvel para 
os experimentos de purificação e caracterização funcional. 
As tentativas de expressão do clone 4, nos sistemas de expressão 
pGEX, REI, e pMALp foram frustradas apesar da seqüência quase idêntica 
àquela do clone 30 e de apresentar um peptídeo. Todavia, havia variação na 
região N-terminal e um número maior de aminoácido na parte pró da 
proteína. O clone 30 também foi submetido aos sistemas de expressão pET, 
e pMALp, mas sem sucesso. 
Os procedimentos de purificação realizados neste trabalho utilizaram o 
sistema pGEX, onde a proteína de interesse é fusionada com um domínio da 
proteína A de S. aureus e Glutationa S-transferase de S. japonicum. GST são 
uma classe de enzimas que utiliza glutationa (glutamylcystenylglycine) como 
substrato para inativar pequeno número de moléculas via formação de ácidos 
mercaptúricos (Jacob & Ziegler, 1990). O DNA que codifica esta proteína de 
25 KDa é ligado em fase com o gene de interesse. Esse sistema é muito 
utilizado uma vez que a ligação entre GST e glutationa ligada a uma matriz 
de Sepharose é extremamente forte. 
Embora a quantidade de proteína purificada tenha sido pequena o 
resultado obtido com esse sistema foi satisfatório uma vez que o teor de 
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proteínas contaminantes foi baixo e possibilitou a continuação do trabalho 
para os ensaios funcionais. 
9.3. Atividade Funcional da rlríalisína 
A partir dos resuiados obtidos pela análise de homologia em banco de 
dados onde o clone 30 se mostrou homólogo a proteína trialisina purificada 
da saliva de T. infestans (Amino e cols., 2002) os ensaios funcionais 
realizados tiveram como objetivo mostrar que a proteína recombinante , além 
de possuir massa molecular equivalente a nativa de 22 Kda, também é 
funcionalmente ativa. Para isso a proteína recombinante foi expressa na sua 
forma inativa (pró-forma) e subseqüentemente ativada pela clivagem com 
triapsina da saliva de T. infestans (Amino e cols., 2001). 
Muitas toxinas são produzidas como precursores inativos, talvez para 
proteger a célula de uma autodestruição. Sabe-se que ativadores pró-toxinas 
freqüentemente envolvem processos proteolíticos por enzimas produzidas, 
tanto pelo próprio organismo, quanto pelo organismo hospedeiro, por 
exemplo, a Aerolisina é um fator de virulência produzido por Aeromonas 
hydrophila, a qual é ativada por uma endoprotease denominada furina 
(Abrami e cols., 1998), como também as a-defensinas que são reguladas por 
uma metaloprotease (Wilson e cols., 1999). 
Todos os ensaios funcionais foram feitos mediante a incubação da 
proteína recombinante (rTrialisina) inativa e purificada e saliva. A diluição da 
saliva foi feita de forma que houvesse quantidade suficiente da protease para 
a ativação da rTrialisina. A utilização de saliva como controle teve como 
objetivo mostrar que a atividade foi devido à recombinante rTrialisina e não 
às proteínas da saliva, principalmente a Trialisina nativa. 
Os resultados da incubação de formas de cultivo de T. cruz/ e 
Leishimania donovani com a rTrialisina ativada mostraram morte dos 
parasitas ou perda da mobilidade. Entretanto o efeito sobre L Donovani foi 
mais acentuado que pode ser devido a diferença na composição da 
membrana nos parasitas.O efeito da rTrialisina sobre E. coli consistiu em 
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impedimento do crescimento e desaparecimento das colônias, aspectos 
èsses compatíveis com a jise das bactérias. Essa observação é consistente 
com a função predita para a estrutura primária da rTrialisina, em decorrência 
do motivo lítico catiônico rico em resíduos de lisina em seu N-terminai entre 
Keo e K120, como ocorre nos peptídeos líticos antimicrobianos (Amino e cols., 
2002). 
Peptídeos descritos como defensinas, drosomicinas, íanacinas, 
gtoverinas (Bulet e cols, 1999), e cecropinas (Boman e cols, 1994) são 
comumente encontrados em insetos. Todos eles são considerados como 
componentes do sistema imune do inseto, com a função de proteção contra 
patógenos e parasitas. Alguns trabalhos mostram que defensinas de insetos 
induzem rompimento da membrana, alteração da morfologia e perda da 
motilidade do Plasmodium gallinaceum (Shahabudin e cols,, 1998). 
Nos observamos que rTrialisina (ativada) destruiu com células L6 
infectadas com T cruzi, (Figura 19C). A morte da célula hospedeira 
apresentou vacuolizaçâo, lise da membrana celular e morte. No entanto, a 
quantidade de rTrialisina necessária para a lise de células L6 foi maior do que 
a utilizada para matar T. cruzi e L. Donovani, ou E. colí. Esse resultado 
enfatizou a idéia de que essa proteína tem efeito semelhante àquele da 
classe das proteínas bacterianas formadoras de poros. Sabe-se que muitas 
toxinas bacterianas têm como alvo células eucarióticas e em muitos casos 
interferem com seu funcionamento, devido a alterações estruturais e 
bioquímicas, e como conseqüência causa necrose celular (Korostoff e 
cols.,1998). 
A neutralização do efeito tóxico da rTrialisina foi tentada mediante sua 
incubação prévia com soro anti-rTrialisina. Em um desses experimentos, 
observamos proteção de aproximadamente 50% das células L6 contra o 
efeito lítico da proteína recombinante ativada. Esse achado confirma a 
hipótese de que é possível produzir imunidade adquirida contra o efeito de 
algumas moléculas farmacologicamente ativas na saliva de insetos 
hematófagos. A inibição parcial desse efeito lítico, contudo, sugere que a 
inibição dos fatores associados à aquisição do repasto e á sobrevivência do 
inseto-vetor requereria anticorpos policlonais com múltipla especificidade, 
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Sem dúvida, afirmar ou descartar essa hipótese também requereria múltiplos 
experimentos com os antígenos apropriados para indução dos anticorpos 
específicos contra várias bioaminas ativas secretadas na glândula salivar. 
A atividade de fosfolipásica A2 observada na rTrialisina ativada ficou 
evidente em experimentos cujo efeito foi comparado com o controle positivo 
da PLA2 de abelha. Sabe-se que fosfolipases A2 possuem atividade 
antibacteriana mediada por afinidade de sua superfície catiônica pelas cargas 
aniônicas na membrana de células eucarióticas (Buckland, 2000 e Beers e 
cols., 2002), conferindo-lhe a propriedade de mecanismo de defesa contra 
invasão e infecção de patógenos. Entretanto, não podemos dizer que essa 
atividade seja específica. Nós verificamos que a rTrialisina não-ativada e a 
saliva nativa também apresentaram certa atividade sobre o substrato da PLA2 
Esses resultados sugerem que outras proteínas da saliva poderiam 
apresentar outras atividades fosfolipásicas. Por exemplo, a realização de 
experimentos com inibidores de fosfolipases poderiam esclarecer essa 
possibilidade e confirmar a especificidade desse achado preliminar. 
O excelente trabalho de Amino e cols., (2002) mostrou atividade 
hemolítica em experimentos em que usou a Trialisina nativa, purificada por 
afinidade, Nós não observamos atividade hemolítica significativa em 
experimentos em que a rTrialisina ativada com saliva foi incubada com 
hemácias humanas, pois a hemólise observada foi semelhante àquela obtida 
após incubaçáo só com a saliva, Esse resultado negativo pode ser explicado 
por várias maneiras; a) A rTrialisina pode não produzir o efeito hemolítico, 
ainda que discreto, como aquele descrito por Amino e cols. para a Trialisina 
nativa (2002); b) Nas nossas condições experimentais a hemólise que 
ocorreu no teste da rTrialisina foi discreta e idêntica á observada no 
experimento controle, c) A hemólise observada no experimento controle 
poderia ser devida a atividade hemolíticas de fosfolipases da saliva. 
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9.4. Modelagem Molecular 
Os estudos das relações estrutura-função em novas proteínas têm 
importância no entendimento da biologia molecular do organismo estudado. 
Esses estudos têm uma base teórica que parte do princípio de que uma 
seqüência específica de aminoácidos determina a estrutura tridimensional da 
proteína, com variações dependentes de múltiplos fatores circunstanciais. 
Dessa forma, a determinação teórica da estrutura por modelagem molecular 
possibilita a construção de modelos e a escolha de estruturas que sugerem 
desenho de fármacos e mutação sítio dirigida. 
Neste estudo, porém, não foi possível utilizar a modelagem molecular 
por homologia porque o "score" obtido foi menor que o exigido (30%). 
Todavia, utilizando várias outras abordagens descritas em Métodos foi 
possível fazer a modelagem e gerar modelo estrutural da rTrialisina uma vez 
que o Plot de Ramachandran indicou que 90,7% do resíduos estão 
corretamente posicionados permitindo um enovelamento satisfatório das 
cadeias laterais. A partir desse modelo fez-se a modelagem parcial da 
molécula porque sua porção C. terminal não mostrou similaridade com outra 
estrutura já conhecida. Ainda assim, o possível sítio ativo predito entre F72 e 
G-189 pelas características da cavidade e organização das cadeias laterais, 
A presença de aminoácidos hidrofóbicos e a ponte de hidrogênio entre 
os resíduos Leu e Vai sugeriu a estabilidade da estrutura e o posicionamento 
de substratos nas cadeias laterais do sítio ativo. A fosforilação de Quinases 
na região do sítio ativo está provavelmente relacionada com a transiocaçâo e 
regulação da proteína, Na proteína nativa, o N-terminal relativo à parte pró 
(barril p) encobre o sítio ativo; após a clivagem a proteína muda a sua 
conformação expondo esse sítio para seu substrato específico iniciando a 
atividade. 
A região rica em resíduos de lisinas predita no sítio condiz com a 
presença de a-hélices nas estruturas de caráter antipático. As dimensões e 
posicionamento das hélices são compatíveis com a estrutura de proteínas de 
membranas, cujo efeito lítico consiste em dois passos: I) ligação à superfície 
da célula e II) permeabilízaçáo da membrana. A formação de hélices de 
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característica antipática promove a ligação à membrana e posteriormente 
rompimento da mesma, resultando em um descontrole no potencial de 
membrana e gradiente iônico, extravasamenío do conteúdo celular e 
finalmente morte(Parker & Pattus, 1993). 
As cinco a-hélices formam-um subdomínio que provavelmente está 
relacionado com a íranslocação da proteína através da membrana. Uma 
grande variedade de formas de hélices é encontrada em toxinas, como o 
domínio formador de poros da ô-endotoxina de Bacillus thurlgiensis (Li e 
cois., 1996) e colicininas (Parker e cols., 1989) e o domínio de íranslocação 
da toxina da difteria (Choe e cols., 1992). Essas formas consistem 
tipicamente de hélices antipáticas empacotadas ao redor de uma hélice 
hidrofóbica central, que é descoberta e inserida dentro da membrana (Parker 
& Pattus, 1993). Entretanto isso é um tópico importante para investigações 
futuras 
Contudo o modelo proposto é resultado de um estudo preliminar 
da estrutura tridimensional, sendo necessário á construção do C-terminal e 
caracterização do mecanismo de ação pela estrutura, como também a 




1- O Northern blot revelou dois transcritos de 809 e 1296 pb, 
correspondentes aos cDNAs dos clones 30 e 4 oriundos da livraria 
da glândula salivar do triatomíoneo; 
2- A análise em banco de dados e a caracterização molecular dos 
polipeptídeos deduzidos das seqüências de cDNA sugere as 
possibilidades de famílias de genes, pseudogenes ou variação de 
alelos nessa população de insetos; 
3- O clone 30 com 800 pb encerra as características de um gene 
maduro codante de uma proteína de aproximadamente 28 kDa; 
4- O sistema procariótico em pGEX permitiu a expressão da proteína 
recombinante (rTrialisina) ativa referente ao clone 30. 
5- A purificação da rTrialisina foi obtida com auxilio de cromatografia 
de afinidade a Glutationa S-tranferase. 
6- A produção de anticorpos poiicionais específicos contra a proteína 
de fusão (rTrialisina) foi obtida em coelhos. 
7- Os anticorpos contra a proteína de fusão localizaram a proteína 
nativa apenas no primeiro par de glândulas salivares do inseto. 
8- A modelagem molecular mostrou a estrutura tridimensional da 
proteína formada por um conjunto de 5 a-hélices e uma estrutura 
de barril beta em seu N-terminal. Sua clivagem enzimática expõe o 
sítio ativo da molécula. 
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9- A proteína rTrialisina induziu a lise de formas de cultivo, 
tripomastigotas, amastigotas de T. cruzi, e deformas promastigotas 
de L. donovani . Lise completa foi obvservada após 9 horas de 
incubação . 
10- A proteína rTrialisina induziu a lise células L6 infectadas com T. 
cruzi. 




Vacinação no século XXI 
Desde a criação da vacina contra a varíola por Louis Pasteur, foram 
desenvolvidos outros vários outros métodos de vacinação mediante uso de 
organismos inativados, atenuados ou toxinas bacterianas, ou ainda com vírus 
vivos atenuados. 
Diante dos grandes avanços da ciência no século XX, a manipulação 
de microorganismos visando imunização genética gerou nova expectativa de 
produção de vacina. No caso da pesquisa visando à produção de vacina 
contra patógenos transmitidos por insetos hematófagos, ou contra a picada 
desses insetos-vetores, a quantidade diminuta do imunógeno que se obtinha 
era a grande limitação oposta a esse objetivo. Entretanto, a clonagem de 
organismos patogênicos em vetor de expressão e a produção de proteínas 
recombinantes em grande quantidade deram fundamento a essa expectativa 
de vacinação, pois abriu caminho para imunizar experimentalmente animais 
de laboratório e observar a ativação da resposta imune específica. 
Durante a última década produzidas vacinas de DNA contra infecções 
virais, bacterianas e parasitárias (Tang e cols., 1992; Ulmer e cols., 1993 e 
Mor e cols., 1995). A vacina de DNA passou a ser, portanto, mais uma forma 
de apresentação de antígenos para o sistema imunológico. A habilidade de 
um DNA plasmidial estimular linfócitos T CD4+ ou CD8+ com o antígeno 
codificado pelo gene específico sugere o potencial deste tipo de vacinação na 
proteção contra doenças que requerem os dois tipos de imunidade, celular e 
humoral. Todavia, aspectos de biosegurança e de restrições éticas são 
questões ainda não resolvidas quanto ao uso desse tipo de vacina para uso 
na medicina veterinária e humana. 
Em 1999, Lowrie e cols., desenvolveram uma vacina de DNA contra o 
bacilo da taberculose. Essa vacina, além de dar uma proteção maior que 
aquela obtida com o BCG (Bacillus Calmette-Guerrin), também pode ser 
utilizada como adjuvante no tratamento da doença com as drogas usadas em 
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larga escala proporcionando cura mais rápida da doença. As doenças 
parasitárias também tem sido alvo de investigação de novas vacinas de DNA 
recombinante. A vacina contra Taenia sp, agente causai da cisticercose, 
conferiu 92% de proteção a ovelhas (Lightowlers e cois., 2000). 
Vacina de DNA com antígeno recombinante expresso em E. coli 
mostrou efeito protetor contra o carrapato Boophilus microplus (Willadsen, 
1995). Os pesquisadores cubanos desenvolverem vacina recombinante em 
levedura Pichia pastoralis e a comercializaram (Heber Bioíec S.A., Havana), 
após testes de campo que mostraram atividade protetora. Atualmente, essa 
vacina está sendo testada por pesquisadores brasileiros e cubanos, para 
avaliar o efeito protetor sobre carrapatos de bovinos em uma região do Brasil. 
(Canales e cols., 1997; Garcia-Garcia e cols., 2000). Em 2001, Tsuda e cols., 
caracterizaram o efeito protetor em coelhos vacinados com uma proteína da 
saliva do carrapato Haemaphysalis longtcornis expressa em E. coli. Esses 
autores verificaram efeito protetor e sugeriram a importância de vacinação 
com coquetel de proteínas. 
Com relação às doenças transmitidas por proíozoários, em 2001b, 
Valenzueia, e cols., vacinaram camundongos com proteínas da saliva do 
inseto Phlebotomus papaias/ vetor da Leishmania major e verificaram 
proteção significativa. Em contraste, a imunização com o Maxadiian - 
peptídeo da saliva desse mesmo inseto - acentuou a infecção pela 
Leishmania major. Entretanto, a vacinação contra epítopos desse mesmo 
peptídeo protegeu camungongos contra a infecção. (Morris e cols., 2001). 
Teoricamente, vacinação com DNA recombinante ofereceria algumas 
vantagens em relação às vacinas com o antígeno nativo ou recombinante. 
Uma característica importante decorre do fato de que a síntese dos antígenos 
endógenos origina estruturas muito semelhantes à molécula nativa 
sintetizada pelo patógeno. Assim, os fragmentos protéicos são criados com 
uma conformação adequada para indução de uma resposta imunológica mais 
efetiva. Por outro lado, a imunidade adquirida por vacina de DNA persistiria 
por longo período de tempo, devido à constante produção do antígeno no 
organismo vacinado potenciando a estimulação dos linfócitos de memória 
imunológica. Também, a vacina de DNA poderia ser vanjatosa 
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economicamente pelo seu menor custo em relação a vacinas que empregam 
proteínas recombinantes ou peptídeos sintéticos (Charttergoon e cols., 1997). 
Essas características assumem maior importância diante do emprego de 
vacinas em programas de imunizações em massa, em regiões de difícil 
acesso. Infelizmente, ainda não saencontraram respostas para as perguntas 
de biosegurança e éticas. 
Com base nos fatos relatados, as perspectivas desse trabalho são: 
a) Produção da proteína recombinante em larga escala pela 
transferência do gene para vetores de expressão com 
promotores eucarióticos, ou expressão da parte ativa da 
Trialisina de forma truncada. 
b) Construção do C-terminal e caracterização do mecanismo de 
ação pela estrutura obtida. 
c) Testes biológicos de imunização genética ou com a rTrialisina 
para caracterizar as células e outros componentes da resposta 
imune que são responsáveis por reatividade imune e inibição da 
função de cada componente da saliva. 
d) Avaliação do efeito da imunização contra a picada do 
triatomíneo, pela comparação de parâmetros tais como tempo 
de repasto, volume do repasío, tempo de crescimento até o 
estádio adulto, oviposição, fertilidade e longevidade, em 
triatomíneos alimentados em animais imunes e em controles, 
não-imunes. 
e) Testes com inibidores de fosfolipases e de avaliação de outras 
funções biológicas sugeridas pela modelagem molecular, e 
ainda, determinação da massa da proteína recombinante, 
cristalografia e outros estudos de estrutura íerciária da proteína. 
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13.1) Sistema de Expressão em E. coli 
Entre os sistemas disponíveis para a produção de proteínas 
heteróiogas, a bactéria Gram-negativa Escheríchia coli é a célula hospedeira 
mais comumente usada por sua alta reprodutibilidade, baixo custo, um 
grande número de vetores e linhagens de células hospedeiras. 
A construção de um vetor de expressão requer vários elementos cuja 
configuração deve ser cuidadosamente considerada para aumentar os níveis 
de proteínas recombinantes, contendo uma origem de replicação, marcador 
para seleção. 
O tipo de promotor é um fator determinante e normalmente o 
parâmetro mais respeitado. Deve ser forte a fim de acumular de 10 a 30% ou 
mais do total das proteínas celulares, essenciais para proteínas tóxicas à 
célula hospedeira, e também exibir níveis mínimos de atividade transcricional 
mantendo os níveis basais de expressão até o momento da indução da 
expressão. Um sinal de terminação da transcrição e seqüências para controle 
da tradução, como por ex., um sítio de ligação ao ríbossomo para a iniciação 
da tradução (Shine -Dalgarno) e um ATG iniciador. Um sinal de terminação 
da tradução (códon de terminação) também deve estar presente no vetor ou 
no inserto a ser clonado. 
Apesar dos estudos em E.co//estejam muito bem difundido nem todos 
os genes são eficientemente expressos neste organismo, devido a fatores 
como, estrutura do gene a ser expresso, estabilidade e eficiência 
transcricional do mRNA, degradação da proteína por proteases da células 
hospedeira. Diferenças na composição de códons entre o gene e seu 
hospedeiro e a presença de potenciais iniciadores de tradução (RBS seguido 
de ATG), podem influenciar na velocidade da tradução, restringindo o nível de 
expressão (Das, 1990). 
Proteínas eucarióticas muitas vezes são dificilmente expressas neste 
sistema por exigir modifições pós traducionais e formação de pontes 
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dissulfeto para recuperação de sua atividade. A formação de pontes 
dissulfeto entre os resíduos de cisteína é ineficiente no citoplasma bacteriano 
devido ao alto potencial redutor, que estabiliza o grupamento -SH em seu 
equilíbrio com a forma oxidada S-S. 
No entanto sistemas que permitem a secreção dessas proteínas 
heterólogas para o espaço periplasmático, delimitado pela membrana 
plasmática e a membrana externa, tendem a amenizar esses problemas por 
possuir um potencial redutor muito menor favorecendo a formação de pontes 
dissulfeto (Missiakas & Raina, 1997) e serem livres de contaminantes 
intracelulares, DNA ou proteases e possuir 4% do total das proteínas 
celulares (Nossal & Heppel, 1966). 
O transporte da proteína para o periplasma necessita de uma fusão 
com uma seqüência líder, que após ser reconhecida e clivada por uma 
endopeptidase específica durante seu transporte através da membrana gera 
um peptídeo maduro (Michaelis & Beckwith, 1982). Este fenômeno é 
encontrado em proteínas de secretadas tanto em procariontes como em 
eucariontes, indicando uma origem evolutiva precoce deste mecanismo. Os 
parâmetros necessários para a estrutura primária da seqüência líder indicam 
uma região básica no amino terminal precedido por resíduos de 
hidrofobicidade elevada, sendo as posições -1 e -3 bastante conservadas 
(Gierasch, 1989; Nakai & Kanehisa, 1992 e Kenta, 2000). 
Diversas proteínas foram expressas com sucesso por este sistema, 
permitindo a expressão de enzimas como Rnases (Henze, e cols., 1990). 
Atualmente diversos vetores que direcionam proteínas para o periplasma 
estão disponíveis. 
A capacidade de Eco// promover altos índices de expressão muitas 
vezes levam a formação de agregados intracelulares insolúveis da proteína 
expressa, chamados de corpos de inclusão (Georgiou & Valax, 1996). São 
agregados amorfos, facilmente visualisados microscopia de contraste 
constituída basicamente da proteína heteróloga desnaturada e contaminantes 
como cadeias de RNA polimerases, combinações de proteínas de membrana 
OmpA,OmpF, OmpC e DNA plasmidiai (Schein, 1989). O ocorrência deste 
evento não é comum em E coli e acontece devido as propriedades da 
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proteína heteróloga, tamanho, hidrofobicidade, proteínas modificadas pela 
adição de análogos de aminoácidos ou devido a resposta de heat-shock ( 
Bernardez-Clark & Georgiou, 1990). Esses agregados insolúveis sâo 
geralmente solubilizados com desnaturantes como 6M de Guanidina ou 4-8 M 
de ureía e posteiormente renaturados a fim de adquirir sua conformação 
funcional. 
Certas proteínas apesar de serem acumuladas em grandes 
quantidades não formam corpos de inclusão. Esse fenômeno ainda é pouco 
definidomas a indícios de quea ausência de prolinas ou a presença de muitos 
resíduos ácidos previnam a formação de agregados (Schein, 1989) 
13.2) Sistema de Expressão em Células de inseto Utilizando Bacuiovírus 
como Vetor 
O sistema de expressão em bacuiovírus é um dos sistemas de 
expressão em células eucanóticas mais poderoso e versátil. O bacuiovírus é 
o maior e mais estudado grupo de vírus que infectam insetos pertencendo á 
família Baculovindae e um grupo diverso que é característico de 
invertebrados, sendo encontrado, na maioria dos casos em insetos e 
utilizados no controle biológico, como bioinseticida e principalmente como 
vetor de proteínas heterólogas. O DNA genômico desses vírus é dupla fita, 
circular, com cerca de 90-200Kb e apresenta-se empacotado com proteínas 
(Summers & Anderson, 1972 e Burgess, 1977). 
O DNA viral é condensado em uma estrutura núcle-proteíca 
denominada de cerne ("core"), que é envolvido por um capsídeo polarizado, 
em forma de bastão. Esse conjunto cerne e capsídeo são denominados 
nuclecapsídeo (Kitajima,1989). O núcleocapsídeo é formado no núcleo da 
célula infectada, sendo posteriormente envelopado ou através da passagem 
nucleocapsídeos pela menbrana plasmática celular. 
Os bacuiovírus podem ser encontrados em dois fenótipos distintos: 
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Budded vírus (BV): uma forma extracelular do vírus produzida por 
volta de 12 a 24 horas após a infecção, que é obtida pela sua passagem pela 
membrana plasmática celular. O BV possui, polarizadamente. Proteínas no 
seu envelope formando o peplômero, que está envolvido no processo de 
infecção viral por endocitose adsortiva. Esta forma é a responsável pela 
infecção das células em cultura de tecido. 
Occiuded Vírus (OV); Forma onde o vírus se apresenta incluso em 
uma matriz protéica que ocorre 72 horas após infecção, contituída 
predominantemente pela proteína poliedrina nos nucleopoliedrovírus e 
granulina nos granulovírus. Essa matriz protéica pode revestir múltiplos vírus 
ou apenas uma partícula viral. A forma OV é a principal responsável pela 
disseminação e infecção de larvas. 
O processo natural de infecção por baculovírus inicia com a ingestão 
do poliedro pelas larvas do inseto. A matriz protéica que reveste as partículas 
virais é solubilizada no pH alcalino do intestino médio do inseto, liberando os 
BVs que infectam o intestino atrvés da fusão da membrana. A partir daí os 
OVs podem atingir a hemocele ou o sistema traqueolar, podendo infectar 
outros tecidos do animal e levar a morte e desintegrar seu tegumento 
liberando os Ovs no meio ambiente. Outras larvas irão ingerir os Ovs 
reiniciando o processo de infecção (O Reilly, e cois., 1992). 
O processo de expressão gênica em cultura de céluas é dividido em 
três fases: inicial, tardia e mais que tardia (Miller e cols.,1988). 
A fase inicial inicia-se no momento em que o vírus penetra na célula 
atingindo até 6 horas após infecção.Nesta fase ocorre a reprogramação da 
célula para a replicaçáo viral e síntese do mRNA viral. Estes genes "iniciais" 
codificam para DNA polimerase e fatores de transcrição que irão induzir e 
regular a expressão do DNA viral nas fases "tardia" e "mais que tardia". Nesta 
fase inicial também ocorre um rearranjo do citoesqueleto celular e a 
disperssão da cromatina promovendo uma hipertrofia do núcleo (O1 Reilly e 
cois., 1992). 
A fase "tardia" ocorre entre 6 a 24 horas após a infecção e é 
caracterizada por uma intensa replicação do DNA viral ocorrendo a produção 
dos BVs. 
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Na fase "mais que tardia" ocorre uma grande produção da proteína 
poliedrina e p10, que irá constituir o poliedro sendo seguido pela lise celular e 
liberação dos poliedros. 
O nuclepoluedrovírus Bobyx mori (BmNPV) e o múltiplo 
nuclepoliedrovírus Autografa califoroica (AcMNPV) são modelos na utilização 
de baculovírus como vetores de expressão . 
A utilização de baculovírus como vetores de expressão tem se 
mostrado vantajosa fornecendo um sistema versátil e confiável para a 
produção de proteínas recombinantes em células de inseto, através da 
inserção de genes heterólogos no DNA viral sob o comamdo dos promotores 
da poliedrina ou da p10 (Miller e cols., 1983 e Smith e cols., 1983 a e b). 
Diversos genes eucarióticos foram expressos eficientemente em 
células de inseto (Miller e cols.,1983 ; Smith e cols., 1983b; Pennock e cols., 
1984 e Maeda e cols., 1985). Este sistema tem sido útil em diversas áreas da 
ciência, desde estudos de estrutura de proteínas, interações entre antígenos 
e anticorpos, bem como o desenvolvimento de terapia gênica. Uma 
importante vantagem deste sistema é a presença de mecanismos de 
enovelamenío, processamento e de modificações pós traducionais. 
13.3) Modelagem Molecular por Homologia por Treading 
A técnica de modelagem molecular por homologia consiste no 
desenvolvimento de modelos teóricos tridimensionais utilizando-se como 
molde uma ou mais seqüências de proteínas homólogas a proteína de 
interesse com uma seqüência primária conhecida de uma proteína cuja 
estrutura é desconhecida. A produção de modelos por essa técnica contribui 
para o entendimento das relações estrutura-função de uma proteína 
exercendo papel fundamental para o desenvolvimento de novas drogas. 
Os dados experimentais disponíveis em diversos bancos de dados 
(PDB-Brookhaven' Protein Data Bank, PRODOM,PROSITE, e outros) são 
utilizados pela modelagem molecular por homologia proporcionando grande 
eficácia para a técnica. Os dados estruturais fornecidos nesses bancos são 
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motivos adotados por cadeias polipeptídicas cujas seqüências são próximas 
da proteína em questão.. 
A seleção eficiente das proteínas molde que serão utilizadas na 
predição tridimensional da proteína é feita com base na confluência de 
informações estruturais dos domínios e das seqüências homólogas, O 
modelos podem ser preditos com precisão a uma seqüência com pelo menos 
40% de identidade para uma estrutura já conhecida. 
TREADING é essencialmente uma forma de modelagem por 
homologia utilizada em casos de seqüências com alinhamento difícil, genes 
órfãos e seqüências com baixa identidade (20-40 %) a uma estrutura 
tridimensional. 
Para se construir um modelo essa técnica é dividida nas 
seguintes etapas. 
1. Estabelecimento das relações na estrutura primária através 
do alinhamento entre a seqüência das proteínas similares 
com a proteína em questão. 
2. Avaliação da similaridade entre as regiões conservadas que 
se posicionam no núcleo e na superfície da molécula. 
3. Construção de regiões em alça 
4 Posicionamento das cadeias laterais de resíduos de 
aminoácidos. 
5. Minimizaçâo da energia 
Dentre as proteínas formadoras de poros a estrutura da família 
das a-hemolisina de Staphylococcus aureus foi determinada, 
apresentando uma forma oligomérica em barril beta (Menestrina e 
cols., 2001). A estrutura das toxinas bacterianas formadoras de poros 
também foram produzidas, as quais também se apresentam sob a 
forma de barril beta (Delcour, 2002). 
